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Resumen 
La vacunación contra la influenza porcina ha sido estandarizada como la técnica más 
empleada en términos de prevención de la enfermedad, ya que no solo disminuye el 
riesgo de infección en los individuos expuestos, sino que también previene la 
diseminación del virus. Las vacunas más empleadas son las de tipo inerte donde se 
utilizan cepas de tipo H1N1 y H3N2. La inmunización de los porcinos tiene por objetivo 
activar la inmunidad innata y adaptativa ya que el conocimiento de la generación y 
funcionamiento estas respuestas es fundamental para desarrollo adecuado de vacunas 
con amplio espectro de protección. Igualmente, es vital conocer el comportamiento del 
agente infeccioso para desarrollar biológicos que neutralicen, eliminen y detengan su 
diseminación en poblaciones de animales y humanos susceptibles.  
 
En este trabajo se desarrollaron dos vacunas de tipo inactivado empleando dos cepas 
del virus de influenza porcina aisladas de granjas comerciales de cerdos del país. Se 
empelaron las cepas A/SW/COL0102/2009/H1N1 (cepa pandémica) y 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 (cepa clásica), que fueron cultivadas en huevos 
embrionados, caracterizadas molecularmente y fueron inactivadas con β-propiolactona. 
Se produjeron dos biológicos con las cepas antigénicas mencionadas anteriormente, 
junto con Hidróxido de Aluminio y otro con Emulsigen® como adyuvantes, 
respectivamente. Se llevó a cabo la evaluación inmunológica In vivo de las dos vacunas 
con el fin de determinar su respuesta inmunológica de tipo humoral y celular en cerdos 
de 9 semanas de edad; para este fin se empleó la prueba de inhibición de 
hemaglutinación y citometría de flujo multiparamétrica.  
 
Se logró determinar que los dos biológicos fueron capaces de estimular la respuesta 
inmune de tipo humoral y celular en los animales, no se encontraron reacciones 
adversas y que es posible el desarrollo de este tipo de productos en el país.  
 
Con el desarrollo de este biológico se espera que la industria farmacéutica nacional 
comience a generar biológicos con cepas presentes en el país, ya que para controlar la 
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diseminación del virus de influenza porcina la vacunación es la medida número uno a 
implementar.      
 
Palabras clave: Virus de Influenza Porcina, Vacuna Inactivada, huevos embrionados, 
adyuvante, respuesta inmune humoral y celular  
 
 
Abstract 
Vaccination against swine influenza has been standardized as the most used technique 
in terms of prevention of disease, as it not only reduces the risk of infection in naive 
individuals, but also prevents the spread of the virus. The inactivated vaccines are more 
employed and have H1N1 and H3N2 strains. Immunization of pigs has the aims activate 
the innate and adaptive immunity because knowledge of the construction and 
performance of these responses are essential for proper development of vaccines with 
broad protection spectrum. However, is essential to know the behavior of the infectious 
agent to make biological that neutralize, eliminate, and stop its spread in populations of 
animals and humans naive.   
 
In this work we developed an inactivated vaccine using two strains of swine influenza 
virus isolated from commercial pig farms in Colombia. A/SW/COL0102/2009/H1N1 
(pandemic strain) and A/SW/COL0401/2008/H1N1 (classical strain) strain were used, 
which were grown in embryonated eggs, were molecularly characterized and inactivated 
with β-propiolactone. 
 
Two biological were made with antigenic strains above named, together with aluminum 
hydroxide and another with Emulsigen® as adjuvant, respectively. Was carried out in vivo 
immunological evaluation of the two vaccines in order to determine their immune 
response of humoral and cellular pigs 9 weeks of age were used for this purpose the 
hemagglutination inhibition test and multiparameter flow cytometry.  
 
It was determined that the two biologics were able to stimulate humoral immune response 
and cell type in animals, there were no adverse reactions and it is possible to develop 
such products in the country. 
 
With development of this biological, we expected to the pharmaceutical industry start 
generating biological with national strains present in Colombia. 
 
 
Keywords: Swine Influenza Virus, Inactivate vaccine, embryonated eggs, adjuvant, 
immune response humoral and cellular 
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 Introducción 
La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por virus del 
genero influenza tipo A. Estos virus están clasificados en subtipos basados en las 
propiedades antigénicas de las glicoproteínas externas hemaglutinina (HA) y 
neuraminidasa (NA). Estas proteínas son altamente variables y muy importantes en la 
inducción de la respuesta inmune por parte del huésped.   
 
En la especie porcina, la enfermedad está caracterizada por la súbita aparición de los 
síntomas que por lo general son: tos, disnea, fiebre y postración; seguido por una rápida 
recuperación. Las lesiones se circunscriben en la mayoría de los casos al tracto 
respiratorio y desaparecen rápidamente. El curso y severidad de la enfermedad están 
asociados a la cepa viral actuante y a factores del huésped como la edad y estado del 
sistema inmune (Easterday B.C et al., 1999). 
 
La influenza porcina participa activamente en el complejo respiratorio porcino y es 
responsable de muchas pérdidas en las explotaciones a nivel mundial. Pero la 
importancia de su estudio y control radica principalmente desde el punto de vista 
epidemiológico, ya que el cerdo es visto como riesgo potencial de diseminación del virus 
entre especies siendo denominado como ―vaso mezclador‖. Se conoce que en la tráquea 
de los cerdos se encuentran dos tipos de enlaces (α2,3-galactosa y α2,6-galactosa) que 
sirven como receptores celulares específicos para los virus de influenza (Naffakh N. et 
al., 2009), indicando la susceptibilidad de esta especie a los virus de influenza aviar y 
humano; sumado a que la recomposición genómica de dichos virus frecuentemente 
emerge de los cerdos (Reeth K.V. et al., 2006). 
 
La vacunación contra la influenza porcina ha sido estandarizada como la técnica más 
empleada en términos de prevención de la enfermedad. Ya que no solo disminuye el 
riesgo de infección en los individuos expuestos, sino que también previene la 
diseminación del virus. Las vacunas más empleadas son las de tipo inerte donde se 
2 Introducción 
 
utilizan cepas de tipo H1N1 y H3N2. En la actualidad, se busca implementar tecnología 
de tipo recombinante para generar inmunogenos que no impliquen el uso de partículas 
virales completas disminuyendo el riesgo de revertimiento a formas patógenas y la 
posibilidad de rearreglos genéticos entre cepas. 
 
La inmunización de los porcinos tiene por objetivo activar la inmunidad innata y 
adaptativa. El conocimiento de la generación y funcionamiento estas respuestas es 
fundamental para desarrollo adecuado de vacunas con amplio espectro de protección. 
Igualmente, es vital conocer el comportamiento del agente infeccioso para desarrollar 
biológicos que neutralicen, eliminen y detengan su diseminación en poblaciones de 
animales y humanos susceptibles.  
 
Dentro del sistema de vigilancia epidemiológica internacional existe un interés por 
conocer cuáles son las cepas actuantes en la especie porcina en cada país. En 
Colombia, hasta la fecha, oficialmente no se han reportado aislamientos virales, aunque 
existen numerosos estudios sobre su reactividad serológica. Esto genera la necesidad de 
establecer cuáles son cepas actuantes en Colombia, su distribución geográfica y el 
establecimiento de medidas de control de la enfermedad desde las perspectivas de 
mejorar el estatus productivo de las explotaciones porcinas y desde el punto de vista de 
salud pública. 
 
El riesgo de establecer un plan de vacunación contra Influenza Porcina en el país sin 
saber realmente que cepas están interactuando podrían eventualmente favorecer 
recombinaciones de los virus o reversiones patógenas del mismo, particularmente si se 
llegaran a emplear vacunas vivas o vivas modificadas. Por esta razón, es de vital 
importancia establecer las cepas de campo actuantes en Colombia, y a partir de estas 
desarrollar un biológico idealmente de tipo inactivado, que confiera inmunidad en 
animales susceptibles.      
 
Es así como el desarrollo de este biológico contra influenza porcina a partir de cepas 
actuantes en Colombia es la etapa previa para transferirlo a los cerdos con el objeto de 
brindar al sector productivo una alternativa para el control de la enfermedad; sumado a 
que constituye el primer paso para generar en el país la implementación de sistemas de 
vigilancia epidemiológicas de la mano con medidas de prevención y control que 
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disminuyan el riesgo de infección en los individuos expuestos e igualmente, prevengan la 
diseminación de la enfermedad tanto en poblaciones humanas como animales.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
1. Revisión de literatura 
1.1 Agente Etiológico 
1.1.1 Descripción Molecular  
La familia Orthomixoviridae está compuesta por virus RNA de los géneros Influenzavirus 
A, B y C (afectan animales vertebrados), Isavirus (afecta al salmón)  y Thogotovirus 
(afecta mosquitos). Estos virus  son envueltos y pleomórficos; su genoma está 
constituido por RNA de polaridad negativa dividido en ocho segmentos que codifican 
para once proteínas. Los tres primeros codifican el complejo polimerasa del virus (PB1, 
PA y PB2), los segmentos cuatro y seis codifican glicoproteínas de superficie de 
envoltura (HA y NA) las que constituyen los antígenos virales mayores; el segmento 
cinco codifica para la nucleoproteína (NP), la cual se une al RNA viral. El segmento siete 
codifica dos proteínas que comparten una región corta: la proteína de matriz M1 que le 
da estructura a la cápside viral y la proteína de matriz M2 que funciona como un canal de 
iones. Finalmente, el segmento ocho codifica las proteínas NS1 y NEP que manejan el 
transporte, transcripción y empalme del RNA (fig. 1-1) (Nelson, M. and Holmes, E., 2007). 
 
Figura 1-1. Estructura del Virión de influenza A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fuente: Nature Reviews Genetics 8, (2007) 
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1.1.2 Ciclo de Replicación del Virus  
El virus, por medio de la HA, se une a los receptores de ácido siálico que se encuentran 
en la superficie de la célula hospedera e ingresa a esta por endocitosis. Posteriormente, 
se inicia por acción de la proteína M2 un intercambio de protones entre el endosoma y el 
virus induciendo una disminución de pH de este generando cambios conformacionales en 
la HA. Una vez fusionada la membrana viral con la membrana del endosoma, la 
nucleocápside viral es liberada dentro del citoplasma y es transportada al núcleo de la 
célula hospedera. Allí, el RNA (-) es copiado por la RNA polimerasa viral a RNAm viral 
adquiriendo terminaciones cap 5´ de los pre-RNAm del hospedero. Luego, los RNAm son 
transportados al citoplasma y traducidos en las diferentes proteínas virales tanto 
estructurales como reguladoras. Los RNAm que codifican para las proteínas de la 
envoltura viral (HA, NA y M2) son traducidos por los ribosomas unidos al retículo 
endoplásmico, ingresando a la vía secretora de la célula hospedera donde la HA y NA 
son glicosiladas. Los RNAm restantes son traducidos por los ribosomas en el citoplasma 
y las proteínas PA, PB1, PB2 son importadas al núcleo, donde participan en la síntesis 
de cadenas positivas  RNA (+) que sirven de molde para las cadenas de RNA (-), 
algunas de las cuales  ingresan a la vía de la síntesis de RNAm,  mientras que la 
proteína NP va a conformar las nucleocapsides. Las proteínas M1 y NS1 son 
transportadas al núcleo, y la unión de la proteína M1 a las nuevas cadenas de RNA (-) 
detiene la síntesis de RNAm viral y junto con la proteína NEP induce la exportación de la 
progenie de las nucleocápsides al citoplasma. Luego, las proteínas HA, NA y M2 son 
transportadas a la superficie celular donde se incorporan a la membrana plasmática. Las 
nucleocápsides del virión asociadas con las proteínas M1 y NEP son transportadas a la 
superficie celular y se asocian con las proteínas HA y NA. Por último, el ensamble de los 
viriones se completa una vez ocurre la gemación desde la membrana plasmática de la 
célula infectada (Nayak D. et al., 2009, Flint et al., 2004).  
 
1.1.3 Huéspedes Naturales del virus de Influenza  
Los virus de influenza A están clasificados en subtipos basados en diferencias antigénicas 
entre sus dos glicoproteínas de superficie (HA y NA). Dieciséis subtipos de HA (H1-H16) y 
nueve subtipos de NA (N1-N9) han sido identificados para los virus de influenza A. En aves 
acuáticas se han hallado la totalidad de HA y NA, tres subtipos de HA (H1, H2, H3) y dos 
subtipos de NA (N1 y N2) se han reportado en humanos; en cerdos se han encontrado dos 
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subtipos de HA (H1 y H3) y dos subtipos de NA (N1 y N2) y en  equinos se han establecido 
dos HA (H3 y H7) y dos NA (N7 y N8) (Nicholson K.G et al., 2003).  
 
1.2 Importancia del cerdo en la transmisión del virus de 
influenza 
Los signos clínicos de influenza en cerdos fueron caracterizados por primera vez en 
1918, hecho que coincide con la pandemia de la ―gripa española‖ en humanos. En 1930 
Shope aisló y caracterizó por primera vez el virus de  influenza A H1N1. Actualmente, los 
subtipos de virus de influenza A H1N1, H1N2 y H3N2 son endémicos en poblaciones de 
cerdos a nivel mundial y son los responsables de causar enfermedad respiratoria aguda 
altamente contagiosa en esta especie. Se conoce que las aves acuáticas son el 
reservorio de los virus de influenza A, mientras que los cerdos están frecuentemente 
involucrados en los eventos de transmisión interespecie. 
 
Se ha determinado que los enlaces ácido siálico α2,3-galactosa y α2,6-galactosa en células 
epiteliales sirven como receptores celulares específicos para los virus de influenza (Naffakh 
N. et al., 2009). Dichos enlaces α2,6-galactosa predominan en las células epiteliales de la 
tráquea de humanos, mientras que los enlaces α2,3-galactosa son más comunes en las 
células del epitelio intestinal del pato. En la tráquea de los cerdos ambos tipos de enlaces 
(α2,3-galactosa y α2,6-galactosa) han sido encontrados, indicando la susceptibilidad de esta 
especie a los virus de influenza aviar y humano; además se sospecha que la recomposición 
genómica (reassortant) entre dichos virus frecuentemente emerge de los cerdos (Reeth K.V. 
et al., 2006). Las pandemias de virus de influenza humana de 1957 y 1968 fueron 
recomposiciones genómicas humano-ave y una teoría clásica es que ésta ocurrió en el 
cerdo, el cual pudo servir como huésped intermediario para transferir el virus a los humanos. 
Sin embargo, se han encontrado enlaces α2,3-galactosa en el epitelio respiratorio humano, 
aunque en menor proporción, haciendo susceptible al humano a una transmisión directa de 
virus de influenza de origen aviar (Acosta O. y cols. 2009). 
 
1.2.1 Evolución del Virus de Influenza Porcina 
En 1918 se observaron manifestaciones clínicas y patológicas de influenza similares en 
humanos y en cerdos de los Estados Unidos. Koen en 1922, fue el primero en aplicar el 
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nombre  gripa (Flu). En Europa, durante la década de los 40s se reportaron epidemias en 
cerdos causadas por el subtipo H1N1 en Checoslovaquia, Reino Unido y Alemania. 
Luego, en 1976 el virus de influenza porcina reemergió en granjas del norte de Italia y fue 
asociado con cepas clásicas H1N1 que probablemente fueron introducidos por medio de 
una importación de cerdos provenientes de USA. En 1979, se reporta una epizootia de 
influenza porcina en Francia, Bélgica, Holanda, Alemania. Las HA de estos virus fueron 
relacionadas con H1 de aves y se presume que fue probablemente transmitida a los 
cerdos por los patos (Easterday B.C. et al., 1999). En 1998 el subtipo H1N1 de influenza 
clásica sufrió recomposición genómica con virus de influenza humana A H3N2 y un linaje 
de influenza aviar norteamericano desconocido el cual resultó en la emergencia de un 
subtipo triple recombinante (TR) H3N2 de cerdos. En este mismo año, el virus H3N2 TR 
volvió a sufrir rearreglos con el virus de la influenza porcina clásica y se generaron dos 
nuevos subtipos de influenza porcina A, los virus H1N1 y H1N2, los cuales circulan en la 
población de cerdos de Asia (Chang, L.Y., et al., 2009). En Estados Unidos se han 
identificado desde hace más de una década virus de influenza porcina TR que contienen 
genes de virus de influenza humana, porcina y aviar. En abril de 2009, el CDC (Centro de 
Control y Prevención de Enfermedades) identificó dos casos en humanos del nuevo virus 
de influenza A H1N1 de origen porcino (―swine-origin influenza virus‖: S-OIV) 
caracterizado por una particular combinación de segmentos genómicos que no había 
sido identificada antes en humanos o cerdos. Este nuevo subtipo contiene los genes PB2 
y PA de origen aviar, el gen PB1 originado del virus estacional H3N2 de humanos y los 
genes HA NP, NS, NA y M son de origen porcino (Acosta O. y cols. 2009). La continua 
identificación de nuevos casos en varios países sugiere una sostenida transmisión 
persona a persona de este nuevo virus, ocasionando la primera pandemia del siglo XXI. 
 
1.2.2 Virus de Influenza Porcina en Colombia  
El virus de influenza porcina fue detectado por primera vez en el año 1971 en el 
departamento de Antioquia con una seroprevalencia del 14% pero no se estableció la 
cepa actuante. En 1977, por la prueba de inhibición de hemaglutinación se detectó una 
reactividad del virus del 21%. En un estudio realizado por Cucaita A. (2005), establece 
que en el año 1991 la cepa H3N2 presenta una reactividad del 6.5%. Entre los años 1997 
– 1999 se realizó un monitoreo serológico y se detectó que había actividad del 43.5% 
para el virus H3N2 y del 0.8% para el H1N1, este último en Antioquia (Mogollón D. y col., 
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2003). En este mismo estudio para los años 2000 – 2001 se reporta una reactividad del 
10% para H3N2.  
 
Moscoso C. y Neira G. (2001), indican una reactividad al virus A/SW/Texas/4199H3N2  
del 10% por la prueba de inhibición de hemaglutinación en 30 de 300 sueros 
muestreados. Además establecen una reactividad puntual del 19.85% en cerdas 
multíparas y del 3.13% en cerdas de reemplazo.  
 
A partir de 2008, bajo la financiación del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural 
(MADR) se inició un programa de estudio de enfermedades virales del cerdo, con énfasis 
en Circovirus e Influenza  por parte del grupo de investigación de Microbiología y 
Epidemiología de la Universidad Nacional. Resultados preliminares han evidenciado 
reactividad serológica del virus H3N2 del 12,82% y para el H1N1 de 0.82% por animal, 
en tres regiones de estudio del país (Antioquia, Occidental y Central) durante 2008 y 
2009. Sumado a esto, se ha encontrado reactividad serológica para H3N2 en todos los 
grupos etáreos (madres, lactantes y animales en crecimiento) en todas las regiones del 
estudio, mientras que para H1N1 solo se evidenció reactividad serológica para madres y 
lechones lactantes. 
 
En cuanto a la reactividad serológica por explotaciones porcinas, se reporta que para 
H3N2 fue del 45.87% representada en 32 de 71 granjas encuestadas en el estudio. Para 
el virus H1N1 la reactividad serológica por explotaciones porcinas fue del 4.23% 
representada en 3 de la 71 granjas del estudio. La reactividad serológica presente en 
este estudio no excluye que otros subtipos puedan estar presentes en el país y a demás, 
no permite dilucidar si hay componentes de virus de influenza de otras especies.  
 
1.3 Vacunas de influenza porcina 
1.3.1 Vacunas Inactivadas 
Una vacuna inactivada es una preparación a virus muerto o fracciones de virus 
inactivados por medio de métodos químicos como betapropiolactona u óxido de etileno. 
Estas vacunas se producen a partir de virus obtenidos a partir de cultivos de huevos 
embrionados y contienen los subtipos A/Port Chalmers/1/73 (H3N2), A/New Jersey/8/76 
(H1N1), Sw/Netherlands/25/80 (H1N1) junto a un adyuvante que estimula la producción 
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de anticuerpos como el hidróxido de aluminio. Pueden ser monovalentes, bivalentes o 
trivalentes según el caso. Están clasificadas de la siguiente manera (tabla 1-1): 
 
Tabla 1-1. Clasificación de vacunas Inactivadas 
 
Vacuna Composición Ventajas 
Virus completo  Hemaglutininas  
Neuraminidasas  
Estructuras lipídicas  
Estructuras polisacáridas  
 
Facilitan reconocimiento de 
antígenos 
Respuesta celular y humoral 
 
Fracciones virales  Hemaglutinina  
Neuraminidasa  
Parte Nucleoproteína y 
proteína M  
 
Inducen 
inmunidad humoral y celular.  
 
 
 
Fracciones Virales 
Purificadas  
 
 
 
Antígenos de superficie: 
Hemaglutinina  
Neuraminidasa  
 
 
 
Estas vacunas son muy 
específicas 
Virosomas  Envolturas virales  
Reconstituidas 
Pierde el material genético 
viral 
 
Penetran la célula y fusionan 
con membranas celulares 
Contenido liberado en 
citoplasma. 
CMH-I a CTL 
   
Fuente: Heinen et al., (2001) 
 
Heinen et al., (2001), sugieren que las vacunas comerciales inactivadas actualmente 
empleadas  inducen una fuerte respuesta sérica de IgG, que confiere a los cerdos 
protección contra signos clínicos, reducen la replicación viral y previenen la transmisión. 
La importancia de la vacunación es reafirmada por  Reeth et al. (2001), quien estableció 
que empleando la vacuna tradicional de influenza porcina se encontró una fuerte 
seroreactividad frente a cepas emergentes en cerdos infectados con el virus H1N1 
durante 1997-1998 en Bélgica.  
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Se considera que el nivel de protección que confiere una vacuna debe ser alto y  en el 
caso de influenza está basado en la reacción de anticuerpos contra las glicoproteínas HA 
y NA. Sin embargo, si las vacunas no impiden la replicación viral, variantes de estos 
surgen rápidamente permitiendo una aceleración del drift antigénico y perdida de la 
eficacia del biológico.  La eficacia depende también del grado de similitud entre las cepas 
de los virus incluidos en las vacunas y de los virus que estén en circulación. Las vacunas 
que contienen adyuvantes pueden mejorar su eficacia a través del incremento de la 
respuesta humoral y celular. 
 
En un estudio realizado por Kyriakis et al., (2010), evalúan la inmunogenicidad y la 
eficacia de cuatro vacunas comerciales inactivadas de influenza porcina contra un virus 
reciente H1N1 europeo (Sw/Gent/112/07). Las vacunas contenían diferentes cepas H1N1 
que mostraban homología genética entre 77% y 95% con la HA del virus desafío. Se 
determinó que dos vacunas, en la cuales las cepas H1N1 con homología de 93% y 89% 
a Sw/Gent/112/07, redujeron significativamente la replicación del virus. La vacuna que 
contenía una homología de 95% no confirió una protección significativa ni indujo altos 
títulos de anticuerpos por inhibición de hemaglutinación. En este estudio concluyen que 
la homología genética con el virus desafío no es el último indicador para el 
funcionamiento de vacunas contra influenza porcina. Además, atribuyen que la diferencia 
entre las vacunas se puede deber a la dosis antigénica y/o adyuvante empleado en la 
elaboración de cada biológico. 
 
El virus A/H1N1 pandémico de 2009 es una combinación de virus A de influenza porcina 
de linajes de Norteamérica y Eurasia. Se sabe que el gen de la HA está relacionado con 
el virus de influenza porcina de Norteamérica H1 pero se desconoce si las vacunas 
actualmente empleadas en USA confieren protección contra A/H1N1 en cerdos. Vincent 
et al., (2010) evaluaron la eficacia de vacunas inactivadas preparadas con virus de 
influenza porcina de Norteamérica, así, como un homólogo experimental A/H1N1 2009 
pandémico para prevenir la infección por A/H1N1 de 2009. Todas las vacunas evaluadas 
proveyeron protección parcial, desde la reducción de lesiones neumónicas hasta la 
reducción significativa en la replicación del virus en pulmones y nariz. El homólogo 
experimental A/H1N1 2009 provee una protección óptima, donde se estableció la 
ausencia de virus en nariz y pulmones y la disminución de enfermedad clínica.  
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Dentro de las vacunas inactivadas se incluyen los virosomas que son partículas como 
virus que mantienen las proteínas de envoltura, perdiendo el material genético. Son 
generados por solubilización con detergentes y reconstitución del virus. Los virosomas de 
influenza preservan la capacidad de unión al receptor y la actividad de fusión de 
membranas de la HA viral. Existen vacunas comerciales de virosomas de influenza en 
humanos (Inflexal®, Suiza) y estudios clínicos han demostrado que la administración 
intramuscular de estas vacunas inducen títulos en HI similares a los inducidos por 
vacunas inactivadas convencionales (Huckriede et al., 2005). Las ventajas que ofrecen 
los virosomas es que activan la respuesta inmune humoral y celular de manera eficiente 
y además, se pueden incorporar adyuvantes que incrementan la respuesta de 
anticuerpos contra la hemaglutinina viral.        
  
1.3.2 Vacunas a Virus Vivo 
Una vacuna viva consiste en un microorganismo que se puede replicar por sí mismo en 
el individuo o que puede infectar células y actúa como un inmunógeno sin causar 
enfermedad, cuya virulencia es atenuada por técnicas clásicas o recombinantes.   
Existen cuatro técnicas clásicas de atenuación de agentes virales. La primera técnica 
consiste en la atenuación mediante pasajes seriados en cultivos de células para 
seleccionar las variantes menos virulentas. Una segunda técnica consiste en utilizar virus 
homólogos causantes de enfermedades veterinarias similares a las observadas en seres 
humanos. La tercera técnica consiste en generar virus con un genoma reordenado 
derivado de una coinfección de dos virus diferentes en un cultivo celular. El virus 
resultante contiene en su genoma segmentos de los dos virus paternales. La cuarta 
técnica consiste en obtener mutantes virales que son incapaces de crecer a temperaturas 
superiores a 37ºC  o que pueden crecer a temperaturas más bajas (García F, 1999).  
 
Las técnicas de ADN recombinante pueden ser aplicadas en diferentes procesos durante 
el desarrollo de vacunas. La primera aplicación de estas técnicas consiste en manipular 
el material genético de los virus para introducir mutaciones y aumentar así la estabilidad 
de la atenuación, de manera que la probabilidad de una reversión sea nula o muy baja. 
La segunda técnica consiste en construir virus recombinantes utilizados como vectores 
para la expresión de inmunógenos (proteínas o péptidos heterólogos) derivados de otros 
microorganismos. 
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Vincent et al., (2007), demostró en ratones y en cerdos que vacunas vivas modificadas 
(con deleción el gen NS1) administrada vía intranasal desarrolla una reacción más rápida 
de anticuerpos (IgA) comparada con la vía intramuscular; esto sugiere que la protección 
mediada por anticuerpos generados en las mucosas (IgA) cumplen un rol importante en 
la eliminación del tracto respiratorio del virus de influenza y que vacunas a virus vivo 
modificado son una gran opción para generar la respuesta inmune deseada en el animal.    
 
1.3.3 Vacunas Recombinantes 
Este tipo de vacunas utilizan un vector que facilite la liberación local del péptido deseado 
en el individuo y están divididas en tres tipos: 
 
1.3.3.1 Vacunas recombinantes tipo I o subunidad 
Se derivan de organismos recombinantes (los que pueden ser una levadura, una bacteria 
o un virus) en los que se ha insertado un gen extraño de un patógeno específico. El 
organismo recombinante que transporta al gen insertado se multiplica; y el producto del 
gen es cosechado, purificado y administrado como una vacuna.  
 
1.3.3.2 Vacunas recombinantes tipo II o vectoriales 
Consisten en organismos, particularmente virus no patogénicos o de gen deletado, en los 
que se inserta un material genético específico de un patógeno con el propósito claro de 
generar una respuesta inmune protectora efectiva cuando el vector es administrado como 
vacuna.  Wesley, R.D et al., (2004), emplearon una vacuna vectorial de adenovirus tipo 5 
de humano que expresa HA y NP y determinaron que provee alto grado de protección a 
los cerdos, sugiriendo que estas vacunas tienen poseen un margen de seguridad debido 
a expresan dentro del huésped únicamente la proteína inmunogenica de interés. 
   
1.3.3.3 Vacunas recombinantes tipo III o vectoriales  
Las vacunas de DNA están compuestas por un plásmido empleado como vector en el 
cual se ha insertado una secuencia de codifica el antígeno de interés o proteína 
transgénica bajo en control de un promotor eucariotico constitutivo o inductivo. Tienen 
como ventaja la posibilidad de combinación de diferentes genes que codifiquen para 
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diferentes antígenos de uno o más patógenos, resultando en la generación de una amplia 
inmunidad, sumado a que estimula la respuesta celular y humoral incluyendo células 
especializadas como las NK y células fagocíticas (Moss, R., 2009). Varios estudios han 
demostrado que la inoculación de un plásmido DNA que codifica HA del virus de 
influenza produce respuesta inmune y genera anticuerpos neutralizantes HA específicos.  
Igualmente, ensayos empleando un plásmido DNA que codifica NA del virus de influenza 
genera anticuerpos específicos por inhibición de la replicación del virus, aliviando la 
sintomatología clínica y controlando la enfermedad (Zhang, W., et al., 2009). La 
combinación de  HA y NA en un plásmido es mutuamente benéfico para producir 
inmunidad contra la infección con influenza, que resulta en un balance y una amplia 
generación de inmunidad (Moss, R., 2009).  
 
1.4 Respuesta inmunologógica a virus de influenza 
porcina  
La inmunidad innata constituye la primera barrera defensiva del organismo, aunque es 
menos evolucionada y específica que la adaptativa, ya que el mismo mecanismo 
(células, factores solubles, etc.) actúa frente a diferentes agentes. Además, en 
exposiciones repetidas de una molécula o agente extraño se desencadena una respuesta 
similar y con la misma intensidad; es decir, carece de memoria inmunológica. Aunque, su 
actuación es fundamental para el desarrollo posterior de la defensa inmune adaptativa. 
La inmunidad innata y la adquirida tiene un objetivo en común y es defender al animal de 
elementos que consideran potencialmente peligrosos, pero poseen una serie de 
características que las diferencian (tabla 1-2).  
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Tabla 1-2. Características de Respuestas Inmunes Innatas y adquiridas 
Inmunidad Innata Inmunidad Adquirida  
Primera Línea de Defensa Segunda Línea de Defensa 
Innata: se nace con células y moléculas 
que la identifican  
Adquirida: necesita enfrentarse al antígeno 
para elevar número de células 
Inespecífica: varios receptores sobre 
misma célula   
Específica: cada célula tiene receptores 
específicos que reconocen un antígeno 
concreto 
Independientes de antígeno Dependientes de antígeno  
Inespecífica de antígeno Específicas de antígeno  
Respuesta máxima inmediata Respuesta máxima retardada o con fase de 
latencia 
No poseen memoria inmunológica Poseen memoria inmunológica 
Fuente: Collado, V. et al., 2008 
 
La patología inducida por cepas de virus de influenza A ha sido correlacionada con una 
excesiva respuesta inmune. Estudio de células de respuesta inmune innata (células 
dendríticas, monocitos, NK y neutrófilos) y de CD4, CD8 y linfocitos B durante la infección 
con diferentes virus de influenza A, son necesarios para entender los efectos patológicos 
y de protección de la respuesta inmune adaptativa y su aporte en el diseño de vacunas.  
 
La rápida acumulación de citoquinas proinflamatorias (―tormenta de citoquinas‖) después 
de la infección con virus de influenza A, juega un rol importante en la morbilidad y en la 
mortalidad de los individuos afectados. Niveles de mRNAs que generan TNFα , RANTES 
(regulador de activación, secreción y expresión normal de células T), MIP 1α, y 1β 
(proteína inflamatoria de macrófagos) y MCP-1 (Proteína-1 quimiotáctica de monocitos), 
fueron marcadamente altos en macrófagos primarios de humanos infectados con virus 
H5N1, comparado con los humanos infectados con H3N2 o H1N1. Igualmente, células 
bronquiales humanas y células epiteliales alveolares secretan más IP-10 (INF-γ que 
induce proteína-10), IL-6, y RANTES, cuando se infectan con H5N1 comparado con virus 
de influenza H1N1. Ratones y macacos infectados con la cepa H1N1 clásica (H1N1c), 
muestran un incremento en la expresión de citoquinas proinflamatorias  por los mRNAs y 
proteínas del virus (Salomon, R. et al., 2009).  
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IL-12, IL-18 y IFN-γ  juegan un papel importante en la patogénesis de influenza. IL-12 es 
un potente regulador de la respuesta inmune mediada por células como la proliferación 
de INF-γ producida por las células T y NK. El INF-γ tiene numerosas funciones 
inmunológicas como el aumento de la expresión de CMH y actividad antiviral; IL-18 es un 
factor inductor de INF-γ (Barbé, F. et al., 2011). 
 
Un componente clave de la inmunidad innata es el patrón de reconocimiento de 
receptores, algunos de los cuales específicamente detectan componentes antivirales. La 
proteína-I que induce ácido retinóico (RIG-I), fue recientemente implicada en el 
reconocimiento de virus de influenza y la activación de vías antivirales. Esta proteína es 
crucial para la producción de INFα/β en respuesta a virus de influenza y se ha 
encontrado que en ratones deficientes en RIG-I, se presenta un incremento en la 
susceptibilidad a dichos virus. RIG-I específicamente reconoce genoma viral 5‘fosforilado 
en RNAs de cadena sencilla (Salomon, R. et al., 2009). Sin embargo, la proteína no 
estructural NS1 del virus de influenza tiene funciones de inhibición de la respuesta 
inmune del huésped por la formación de un complejo con RIG-I y a demás, bloquea la 
inducción de interferon tipo I (α/β).   
 
Las proteínas de fase aguda (APPs) como la haptoglobina (HG), proteína de unión al 
lipopolisacárido (LBP) y la proteína reactiva C (CRP) son producidas por el hígado en 
respuesta a la actividad de citoquinas y juegan un rol importante en la patogénesis de 
enfermedad respiratoria. La haptoglobina se une a la hemoglobina libre y así la remueve 
de circulación, LBP se une y neutraliza al lipopolisacárido y CPR cumple un rol en la 
activación de macrófagos y opsonización. Las citoquinas IL-1, IL-6 y TNF-α parecen ser 
las principales inductoras de APPs. Ensayos experimentales de virus de influenza en 
voluntarios humanos, muestran pico de CRP en suero 3 días post infección; en infección 
natural CRP es significativamente más alta que en ensayos experimentales.  
Se determinó que el pico de CRP y HG después de la infección en cerdos con virus de 
influenza A, se encuentra en mayor proporción a nivel de lavados bronquio –alveolares 
comparados con muestras de suero (Barbé, F. et al., 2011).                 
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1.4.1 Vacunas: Respuesta Inmune contra Influenza Porcina 
1.4.1.1 Anticuerpos 
1.4.1.1.1 HA-Anticuerpos específicos 
La HA viral unida a los receptores celulares, desencadena que los anticuerpos se dirijan 
a los epitopes localizados cerca al sitio de unión al receptor, para neutralizar el virus 
eficientemente e inducir títulos en suero por vacunación o infección natural que protegerá 
a los animales de subsecuentes infecciones. Por esta razón, la inducción de anticuerpos 
específicos contra HA está ampliamente relacionada con la eficacia de la vacunación, 
donde es importante que exista una relación antigénica entre las cepas vacunales y las 
cepas epidémicas. Sumado a esto, el uso de adyuvantes incrementa la respuesta de 
anticuerpos y se requiere de menos antígeno para la inducción de una respuesta de 
protección (Rimmelzwaan, J.E. et al., 2008).  
 
1.4.1.1.2 NA- Anticuerpos Específicos 
La NA funciona como una enzima destructora de receptores, es decir, rompe las uniones 
de la HA con el ácido siálico lo cual es crucial para la eficiente liberación del virus desde 
las células infectadas. Los anticuerpos dirigidos contra esta glicoproteína pueden 
bloquear dicha función y contribuir a una inmunidad de protección, favoreciendo la 
disminución de signos clínicos y la diseminación de la infección. Se ha determinado que 
las vacunas que inducen anticuerpos contra NA no inducen la eliminación completa del 
patógeno, pero pueden prevenir frente a la presentación de brotes.  
 
1.4.1.1.3 M2- Anticuerpos Específicos  
Esta proteína actúa como un canal de iones que le permite al virus disminuir el pH una 
vez es endocitado para la liberación del ácido nucléico. Los anticuerpos específicos 
contra M2 tienden a reconocer pobremente partículas virales y no neutralizan el virus. Sin 
embargo, estos anticuerpos que se unen a M2 presentes en células infectadas 
contribuyen a la producción de anticuerpos dependientes de células NK potencializando 
el control de la infección; otra ventaja que presenta esta proteína es que es relativamente 
conservada en los diferentes subtipos de influenza y puede ser considerada como base 
para el desarrollo de vacunas de influenza A universales (Rimmelzwaan, J.E. et al.,  
2008).  
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1.4.1.2 Inmunidad Mediada por Células 
1.4.1.2.1 Células T ayudadoras 
Las células CD4 ayudadoras no tienen una función efectora antiviral por si solas, pero 
juegan un papel crucial en el control y regulación de la respuesta inmune humoral y 
celular. Estas células reconocen los péptidos que resultan de la degradación de proteínas 
en los endosomas y forman un complejo junto con CMH-II. Las células T ayudadoras tipo 
1 (Th1) preferencialmente producen INF-γ e IL-2, mientras los Th2 producen IL-4 e IL-5 
para la regulación de anticuerpos y de linfocitos T citotóxicos producidos por la 
vacunación (Rimmelzwaan, J.E. et al, 2008).  
 
1.4.1.2.2 Linfocitos T Citotóxicos (CTL) 
El papel más importante de CTL es el reconocimiento y destrucción de las células 
infectadas por los virus a través de la liberación de perforinas y granzymas, o la 
interacción Fas/FasL. Para el desarrollo de vacunas de amplia protección la inducción de 
CTL específicas contra el virus puede ser un punto importante, ya que se ha demostrado 
que CTL son dirigidos directamente a los epitopes presentes en proteínas virales 
conservadas como NP y M, que comparten varios subtipos de influenza A. Para la 
eficiente inducción de CTL específicos contra virus, es necesario que los antígenos 
virales entren en la ruta endógena del procesamiento y la presentación del antígeno. 
Para lograr esto, los antígenos virales necesitan ser liberados dentro del citosol de dichas 
células donde la degradación es realizada por los proteosomas. Los péptidos generados 
son transportados al retículo endoplásmico para unirse con CMH-I que son luego 
transportados a la membrana plasmática para el reconocimiento por el receptor CD8 de 
las células T. 
 
1.5 Adyuvantes 
Los adyuvantes inmunológicos fueron originalmente descritos por  Ramon (1924), como 
sustancias que usadas en combinación con un antígeno específico, produce una 
respuesta inmunológica más fuerte que el antígeno solo. Los adyuvantes han sido 
empleados en vacunas por más de 80 años para aumentar y prolongar la respuesta 
inmune en un individuo (Brunner, R. et al., 2010). Estas moléculas actúan por varias vías 
donde: (1) incrementa la inmunogenicidad de antígenos débiles, (2) incrementa la 
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velocidad y duración de la respuesta inmune, (3) modula la avidez, especificidad y 
distribución de los anticuerpos, (4) estimula LTC, (5) promueve la inducción de inmunidad 
de las mucosas, (6) incrementa la respuesta inmune en individuos inmunológicamente 
inmaduros o senescentes, (7) se disminuye la dosis de antígeno en la vacuna que a su 
vez reduce costos, (8) ayuda al antígeno a superar la competición en vacunas 
combinadas (Singh, M. et al., 2003).  
 
Los adyuvantes poseen varios mecanismos efectores, donde el reconocimiento del 
antígeno puede ser acelerado por estimulación directa de células inmunes. Los 
adyuvantes tipo A como Lípido A monofosforil, son agonistas específicos de los 
receptores de linfocitos T (RLT); de esta forma activan la célula presentadora de antígeno 
(CPA) y a su vez estimulan la secreción de citoquinas como IL-12. Los adyuvantes tipo B 
interactúan con la CPA y los antígenos de una manera inespecífica y su efecto está 
basado en la amplificación de señales tipo 1. Los adyuvantes tipo C, incrementan la 
señal 2 a través de la interacción con moléculas co-estimulatorias en las CPA (Brunner, 
R. et al., 2010).  
 
1.5.1 Adyuvantes de Uso Clínico  
1.5.1.1 Hidróxido de Aluminio (Adyuvante tipo B) 
Los compuestos de aluminio han sido utilizados como adyuvantes por más de 80 años, 
principalmente en forma de hidróxido de aluminio y fosfato de aluminio. El efecto inmuno-
modulante e inmuno-estimulante de este tipo de compuestos es la absorción del 
antígeno. La mayor fuerza de esta absorción son atracciones electrostáticas e 
hidrofóbicas y un intercambio de ligando. Esto causa  un retraso en la liberación del 
antígeno desde el sitio de inyección por la construcción de un depósito, desde el cual el 
antígeno es liberado muy lentamente y esta alta concentración local estimula el consumo 
de las células procesadoras. 
 
Se sabe que el aluminio genera una baja respuesta inmune celular y produce efectos 
adversos como abscesos, eosinofilia, miofascitis y formación de granulomas (Brunner, R. 
et al., 2010; Wilson-Welder, J. et al., 2009).  
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1.5.1.2 Lipido A Monofosforil (MPL) (Adyuvante tipo A) 
El lípido A Monofosforil (MPL) es aislado del lipopolisacárido de Salmonella minnesota 
R595  y mantiene muchas propiedades inmunoestimulantes del lipopolisacárido parental 
sin la toxicidad inherente. MPL actúa como un agonista de TLR4 y TLR2 en las células 
presentadoras de antígeno. Estimula la producción de Th1, IL-2 e interferon-γ, IgG2 y en 
menor cantidad Th2, IL-4, IL-5, IgE, IgG1 en ratones. Actualmente este tipo de adyuvante 
está siendo evaluado en numerosos estudios humanos y ha sido empleado en algunas 
vacunas como Hepatitis B y en la vacuna Cerverix® (Virus del Papiloma Humano) 
(Brunner, R. et al., 2010, Wilson-Welder, J. et al., 2009).      
 
1.5.1.3 MF59 (Adyuvante tipo B) 
Es una emulsión aceite en agua que contiene 5% de escualeno, 0.5% Tween 80 y 0.5% 
trioleato sorbitan (Span 85®). MF59 interactúa con CPA en el sitio de inyección, 
dispersándose lentamente a los nódulos linfáticos, donde está más concentrado dos días 
después de la inyección. En los nódulos linfáticos es endocitado por las células 
residentes que tienen características de CPA. MF59 es capaz de inducir altos títulos de 
anticuerpos de IgE, moderado títulos de IgG, acompañados por secreción IL-5 e IL6 en 
ratones BALB/c. Estudios clínicos han demostrado que MF59 es seguro para uso en 
humanos; actualmente es empleado como adyuvante en vacunas de influenza (Fluad®, 
Novartis), en vacunas experimentales para influenza aviar A/H9N2 y HBV (Brunner, R. et 
al., 2010; O‘Hagan et al., 2009). 
 
1.5.1.4 Adyuvantes Liposomales (Adyuvante tipo B) 
Los liposomas como partículas son vesículas de varios tamaños compuestos de una 
delgada capa de fosfolípidos similares a las membranas de las células. Forman bicapas 
de lípidos esféricas con un compartimiento inherente acuoso que es cargado en 
antígenos. Como ejemplo se encuentra los virosomas de influenza reconstituidos 
inmunopotencializados (IRIVs). La propiedad inmunogénica de IRIV está dada por la 
presencia de HA en su membrana, la cual media una interacción con receptores de Ig en 
los linfocitos B. Sin embargo, sus propiedades pueden ser modificadas para estimular 
células CD4 (vía CMH-II) o células CD8 (vía CMH-I). Actualmente los adyuvantes 
liposomales son rutinariamente empleados como adyuvante en la vacuna de Hepatitis A 
(Epaxal®, Baxter) (Brunner, R. et al., 2010).            
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1.5.2 Adyuvantes en uso Experimental 
Estas moléculas muestran una eficacia excelente como adyuvantes, pero no son 
ampliamente empleados porque no son seguros por sus efectos patógenos y tóxicos:  
 
 Adyuvante de Freund (adyuvante tipo B): Es una emulsión agua en aceite.  
 Nanopartículas (adyuvante tipo B): son polímeros biodegradables y tienen 
propiedades adyuvantes debido a su efecto de depósito y carácter de partícula.  
 Adyuvantes derivados de toxinas: la toxina del cólera es un potente adyuvante oral y 
parenteral que pertenece a las toxinas bacterianas producidas por Vibrio cholerae.  
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2. Desarrollo de un Biológico contra influenza 
Porcina empleando Cepas H1N1 de origen 
Clásico y Pandémico aisladas en Colombia 
 
Resumen  
El virus de influenza porcina participa activamente en el complejo respiratorio porcino y 
es responsable de muchas pérdidas económicas en las explotaciones porcinas a nivel 
mundial. La preparación de vacunas inactivadas se ha desarrollado desde hace tiempo 
en huevos embrionados de pollo, siendo este el método de elección. El empleo de líneas 
celulares como sustrato en los sistemas de producción de biológicos se ha convertido en 
un sistema alternativo y viable. A partir de dos cepas de campo aisladas en Colombia  
A/SW/COL0401/2008/ H1N1 (cepa clásica) y A/SW/COL0102/2009/ H1N1 (cepa 
pandémica) se desarrollaron dos biológicos inactivados empleando como sustrato 
huevos embrionados para su producción. Se observó que al aislar las dos cepas de 
campo empleadas en el estudio, crecieron en la línea celular MDCK; luego de 5 – 8 
pasajes de cada virus en células se inocularon las dos cepas en huevos embrionados y 
se encontró que  ambas presentaron mejor adaptación reflejado en los títulos de HA 
obtenidos. En este estudio se determinó que el  sustrato de elección para la producción 
de la vacuna con las cepas de campo fueron los huevos embrionados, sistema que no ha 
podido ser desplazado en la actualidad. 
 
Palabras clave: Influenza porcina, vacuna inactivada, aislamiento de campo, Influenza 
en Colombia  
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Abstract 
 
Swine influenza virus acts frequently in porcine respiratory disease complex and it´s 
responsible of many losses in farms worldwide. The inactivate vaccine manufacture has 
been development some time ago in embryonated chicken eggs, like election method. 
Cell culture as substrate in the production of biological systems has become in alternative 
and viable method. A/SW/COL0401/2008/ H1N1 (clasic strain) y A/SW/COL0102/2009/ 
H1N1 (pandemic strain) were used to development two inactivated vaccines using 
embryonated chiken eggs like production sustrate. It was found that by isolating the two 
field strains used in this study grew in MDCK cell line, after 5 – 8 passage of each strain 
in cells, we inoculated in embryonated chicken eggs both strains and showed better 
adaptation reflected in the titles obtained by HA. In this study, we can determinated that 
embryonated chicken eggs is the best substrate for vaccine manufacture. 
 
 
Key words: Swine Influenza, inactivate vaccine, field isolation, Influenza in Colombia 
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2.1 Introducción  
El virus de influenza porcina (SIV) pertenece a la familia Orthomixoviridae, está 
clasificado dentro de los virus de influenza tipo A que se caracterizan por  ser envueltos y 
pleomórficos; su genoma está constituido por RNA de polaridad negativa y está dividido 
en ocho segmentos que codifican para al menos once proteínas (Figura 2-1) (Flint 2004; 
Arias CF et al., 2009; Nicholson et al., 2003).  
 
Figura 2-1. Representación esquemática del genoma de SIV 
 
Tomado de Flint, 2004. Las proteínas PB1, PA y PB2 constituyen el complejo polimerasa del virus; HA y NA son 
glicoproteínas de superficie de envoltura y los antígenos virales mayores; la nucleoproteína (NP) se une al RNA viral; El 
segmento siete codifica para dos proteínas que comparten una región corta: la proteína de matriz M1 que le da estructura 
a la cápside viral y la proteína de matriz M2 que funciona como un canal de iones. NS1 y NEP manejan el transporte, 
transcripción y empalme del RNA 
 
El virus de influenza porcina participa activamente en el Síndrome Respiratorio Porcino 
(SRP) y es responsable de muchas pérdidas económicas en las explotaciones a nivel 
mundial. La importancia de su estudio y la toma de medidas de control obedecen 
principalmente a su riesgo epidemiológico, debido a que el cerdo es catalogado como un 
potencial diseminador del virus entre especies.  Dentro del sistema de vigilancia 
epidemiológica internacional, existe un creciente interés por conocer cuáles son las 
cepas actuantes en la especie porcina en cada país. En Colombia, hasta la fecha  no se 
han reportado oficialmente aislamientos virales, aunque existen varios estudios sobre su 
reactividad serológica (Pardo, 2001; Mogollón et al., 2003). Esto plantea la necesidad de 
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establecer la realidad nacional en cuanto a las cepas presentes y actuantes, su 
distribución geográfica y la toma de medidas de prevención para un control dirigido de la 
enfermedad favoreciendo el estatus productivo de las explotaciones porcinas y la salud 
pública. Para lograr lo anterior, una medida adecuada sería establecer una estrategia de 
vacunación, idealmente a partir de aislamientos de campo, y que sumada con una 
vigilancia epidemiológica permanente, permita respectivamente establecer si los virus 
circulantes están presentando variaciones que conlleven a realizar cambios periódicos de 
las cepas vacunales.   
 
El desarrollo de biológicos contra influenza data de hace más de 60 años, cuando se 
elaboraron vacunas inactivadas empleando como sustrato huevos embrionados de pollo 
(Tree JA et al., 2001). Dicho sustrato, es el sistema biológico de elección para el 
aislamiento y crecimiento de virus de influenza, pero presenta como principal 
inconveniente su disponibilidad oportuna, en cantidades suficientes, para la producción 
de los virus que van a ser utilizados en la producción de vacunas; particularmente, en el 
caso del surgimiento  epidemias o pandemias. Adicionalmente, existe el riesgo de 
generar variaciones en la secuencia de genes virales como el de la hemaglutinina (HA), 
produciéndose eventualmente, un virus diferente a la cepa original que podría ocasionar 
una reducción en la eficiencia de la vacuna contra influenza (Robertson J et al., 1987). 
 
El empleo de líneas celulares como sustrato en los sistemas de producción de biológicos 
se ha convertido en una alternativa viable y de elección. Presenta como ventajas la 
reducción de riesgos de contaminación microbiológica y dismunuye la presentación de 
reacciones alérgicas que podrían ser inducidas por la presencia, en el producto final, de 
componentes proteícos provenientes del huevo (Le Ru et al., 2010). Para el aislamiento 
del virus de influenza porcina y la producción de vacunas se han empleado 
principalmente las líneas celulares Madin Darby Canine Kidney (MDCK) (Voeten J. et al., 
1999), la línea celular epitelial intestinal de colon (CACO-2) (Chiapponi et al., 2010) y la 
línea celular de Riñón de Mono Verde Africano (VERO) (Govorkova et al., 1996). Su uso 
se basa en que las moléculas de la HA de los virus de influenza cultivados en dichas 
líneas celulares mantienen su estructura y antigénicamente son idénticas a las cepas 
aisladas en campo (Chiapponi et al., 2010).  
 
El proceso inicial de infección por el virus de influenza es activado por la interacción entre 
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la hemaglutinina viral y los receptores relacionados con los residuos de ácido siálico (SA) 
presentes en las glicoproteínas de la superficie celular (Chu et al., 2004). Los receptores 
celulares de ácido siálico presentan una conformación particular: los residuos de SA 
están unidos al penúltimo carbohidrato por enlaces de tipo α-2.3, α-2.6 o α-2.8 y muchas 
cepas de virus de influenza A se caracterizan por emplear  los tipos α-2.3 y α-2.6 como 
receptor primario. In vivo en humanos, los virus de influenza se unen preferencialmente a 
enlaces de tipo SAα-2.6 presentes en el tracto respiratorio superior, mientras los virus de 
influenza aviar se unen a receptores SAα-2.3 predominantes en el tracto digestivo de las 
aves (Rogers et al., 1989). La presencia de ambos tipos de receptores, SAα-2.3 y SAα-
2.6, en el epitelio traqueal del cerdo (Ito et al., 1998), soporta la hipótesis de que esta 
especie actúa como un  potencial mezclador de virus de influenza de origen humano y 
aviar.  Los virus de influenza A  presentan propiedades de crecimiento In vitro, que 
dependen de la cepa y la preferencia de ésta por el receptor celular que esté presente en 
la célula blanco. Además,  la replicación de los virus de influenza en la célula huésped 
depende de factores celulares como la activación de las proteasas que clivan la HA 
inactiva (HA0) en HA1 y HA2, haciendo que el virus sea infeccioso para las células 
susceptibles (Steinhauer, D.A. 1999).  
 
Las cepas del virus de influenza aisladas a partir de líneas celulares se comportan de 
una manera similar a las originales en cuanto a su preferencia por unirse a ciertos 
receptores. Como ya se explicó, los virus SIV provenientes de mamíferos, se unen a 
enlaces de ácido siálico en la penúltima galactosa en la posición α-2.6 (SA α-2.6 Gal) 
predominantes en la superficie de células respiratorias del tracto superior (Romanova et 
al., 2003; Gambaryan et al., 2005). Los virus producidos en huevos embrionados se unen 
a los receptores que contienen SA α-2.3 Gal típicos para especies aviares, debido a que 
las células epiteliales de la cavidad alantoica posee únicamente receptores de este tipo 
(Ito et al., 1997; Gambaryan et al., 1999). Por lo tanto, dentro de los aspectos a 
considerar para la elección del sustrato celular a emplear para  cultivar un virus de 
influenza en particular, es indispensable garantizar que este sustrato posea las células 
con las características y los receptores apropiados para favorecer la replicación viral. 
 
El objetivo del presente estudio fue desarrollar un biológico contra el virus de influenza 
porcina a partir de cepas aisladas de campo en Colombia empleando como sustrato 
huevos embrionados de pollo o cultivo celular.  
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2.2 Materiales y métodos 
2.2.1 Granjas 
Se estudiaron 70 granjas distribuidas en las 3 regiones de mayor producción de cerdos 
en Colombia ubicadas en los departamentos de Antioquia (32 granjas), Valle del Cauca 
(28 granjas) y Cundinamarca (10 granjas) para un total de 3153 animales de todos los 
grupos etáreos.    
 
2.2.2 Aislamiento de Cepas de Campo 
 
Se tomaron muestras de hisopos nasales de animales con sintomatología respiratoria y 
con temperatura rectal superior a 39°C. La torunda de dacrón se separó del alambre y 
fue colocada dentro de un tubo plástico FALCON® de 15 ml con 5 ml de medio de 
transporte viral (MTV). Las muestras fueron transportadas lo más rápido posible (2 - 6 
horas a  4°C) al laboratorio y se almacenaron a -70°C hasta su procesamiento (OIE, 
2005). Adicionalmente, de animales que fueron sometidos a necropsia se realizó un 
aspirado bronquial; para esto, se adicionó un volumen de  5 – 10 ml de solución salina 
fisiológica en la vías aéreas superiores, que luego se aspiró y se dispuso en 5 ml de 
medio MTV el cual fue transportado  a 4°C y almacenado  a -70°C. 
 
Para el aislamiento de SIV se utilizaron huevos embrionados de pollo libres de patógenos 
específicos (SPF) de nueve días de edad que fueron inoculados vía saco alantoideo con 
200μl de cada una de las muestras anteriormente mencionadas. Posteriormente, fueron 
incubados a 37°C durante 72 horas y el fluido alantoideo fue recolectado y evaluado por 
su actividad hemaglutinante. Paralelamente, se empleó la línea celular MDCK  para el 
aislamiento de SIV. Para esto, se emplearon placas de 24 pozos, sembrado 8x105 
células/pozo, en medio Medio Esencial Mínimo Dulbeccos (DMEM - Gibco®) 
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco®), 1% antibiótico (Gibco®) y 
1% de L-Glutamina (Sigma®). Antes de la inoculación, el medio de crecimiento de las 
células fue removido por inversión y se realizaron 3 lavados con PBS con tripsina TPCK 
(Sigma®) a una concentración de 2 μg/ml. A cada pozo se adicionó 200 μl de las 
muestras mencionadas, luego las células fueron incubadas a 37°C, 5% CO2 durante una 
hora; después se adicionó 2ml/pozo de medio DMEM suplementado con 1% de SFB, 
Antibiótico, L-Glutamina y 2μg/ml de tripsina TPCK. Las células fueron incubadas a 37°C, 
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5% CO2 por 3 a 6 días y fueron observadas a diario para determinar la presencia de 
efecto citopático (ECP). Pasado ese tiempo, el medio fue removido y evaluado por su 
actividad hemaglutinante. 
 
2.2.2.1 Extracción de RNA y RT-PCR para detección de genoma 
viral 
 
A las muestras positivas a la prueba de hemaglutinación se les realizó extracción de RNA 
con el Kit QIAmp viral RNA (Qiagen. CA®) según el procedimiento Qiagen One Step RT-
PCR (2002). Para determinar la presencia del virus y para el diagnóstico de animales 
positivos al SIV se empleó  una prueba doble multiplex de RT-PCR descrita por Choi et al 
(2002); usando un juego de dos oligonucleótidos para HA, dos oligonucleótidos para NA 
y un quinto para HA del subtipo 1. 
 
2.2.2.2  Caracterización de la Cepa Viral  
 
Para la caracterización molecular del virus SIV se realizó la secuenciación de las 
porciones codificantes para las proteínas HA y NA con el fin de establecer homologías y 
diferencias con cepas reportadas en el Gen Bank (NCBI data base). Aquellos virus   
amplificados para secuenciar fueron enviados a Macrogen® (USA).   
2.2.3 Replicación del Virus  
2.2.3.1 Cultivo Celular 
Para la replicación del virus se empleó la línea celular MDCK (Madin Darby Canine 
Kidney) CCL 34 obtenida de la American Type Culture Collection (ATCC). Estos cultivos 
se mantuvieron en Medio Esencial Mínimo Dulbeccos (DMEM), suplementado con suero 
fetal bovino 1% (Gibco®), 1% de penicilina, estreptomicina y anfotericina (Gibco®), 1% 
de glutamina (Sigma®) y 1μg/ml de tripsina TPCK, estos fueron incubados a 37°C con 
5% de CO2. 
 
2.2.3.2 Huevos Embrionados 
Se emplearon huevos embrionados SPF de nueve días de edad que fueron inoculados 
vía saco alantoideo con 200μl de dos suspensiones virales.  Se incubaron a 37°C 
32 Desarrollo de un Biológico contra Influenza Porcina y Evaluación en un modelo 
in vivo de su respuesta inmune para uso potencial en cerdos 
 
durante 72 horas; previamente fueron puestos 1 hora a -20°C para sacrificar el embrión. 
El fluido alantoideo fue colectado y almacenado a -70°C hasta su respectivo análisis. 
2.2.4 Cepas Virales  
Las cepas virales empleadas para la producción de la vacuna en este estudio fueron el 
virus A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásico y el virus A/SW/COL0102/2009/ H1N1 
pandemico, aislados de un brote natural de la enfermedad en Colombia y ubicados en los 
departamentos de Antioquia y Valle del Cauca, respectivamente(datos no publicados). 
Estas dos zonas corresponden a las de mayor produción de porcinos en el país.  
La producción de virus fue determinada por la prueba de hemaglitunación y medida por la 
dosis infectiva tejido celular 50% (DITC50%) y la dosis infectiva embrión 50% (DIE50%), 
empleando el método de Reed and Muench (Reed and Muench, 1938).  
 
2.2.5 Prueba de Hemaglutinación (HA) 
La titulación del virus de influenza por HA fue basada en el método descrito por la OMS 
(2005). Diluciones en log base 2 seriadas (50 μl) fueron hechas en microplacas de 96 
pozos, por duplicado para cada muestra. Las unidades hemaglutinantes (HAU) fueron 
calculadas como la recíproca de la dilución más alta a la aglutinación completa; para la 
prueba se emplearon glóbulos rojos de pollo a una concentración de 0.75% (OMS, 2005).  
 
2.2.6 Extracción RNA Viral  
Se realizó extracción del RNA viral a las muestras positivas a la prueba de 
hemaglutinación provenientes de las cepas de los virus H1N1 Clásico y H1N1 
pandémico, multiplicadas tanto en cultivos celulares como en huevos embrionados, 
empleando el Kit QIAmp viral RNA (Qiagen. CA®), según el procedimiento Qiagen One 
Step RT-PCR (2002). Como control negativo se realizó extracción de RNA de agua 
DEPC. El RNA viral obtenido fue fraccionado en tubos de PCR (5μl por tubo) y 
almacenado a -70°C. 
 
2.2.7 Síntesis de DNA 
Se realizó la síntesis del DNAc a partir de RNA viral mediante RT-PCR. Para esto, se 
mezcló el RNA viral con Uni12 primers (Invitrogen®), luego fue sometido a un ciclo de 
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70°C durante 5 minutos. Posteriormente, se realizó la RT mediante el empleo de la 
transcriptasa reversa M-MVL (Invitrogen®). El DNAc fue almacenado a -20°C para usos 
posteriores. 
 
2.2.7.1 Amplificación de la proteína Hemaglutinina (HA) y 
Neuraminidasa (NA)  
 
Mediante la amplificación de la HA y la NA se establecieron cuales fueron las cepas que 
se replicaron en cultivo celular y en huevos embrionados. Para el desarrollo de esta PCR 
se empleó un par de primers (Invitrogen ®) que amplifican una región codificante para la 
proteína HA de 1006 pares de bases y otro par de primers (Invitrogen ®) para una región 
codificante de NA de 853 pares de bases (tabla 2.1). Los primers empleados estaban 
diseñados para la identificación de cepas de influenza porcina del subtipo H1N1. 
 
Tabla 2.1. Primers empleados para la amplificación del virus de Influenza porcina H1N1  
Primers   Amplificación 
(pb) 
Tm  %GC 
H1 
H1F 5´-GGT AGA TGG ATG GTA CGG TTA-3´ 1006 53,4°C 47,6 
H1R 5´-GGT CCA CCA ACT TGA GAA ATG-3´  53,9°C 47,6 
N1 
N1F 5´-TAA ATG ACA AAC ATT CCA ATG G-
3´ 
853 49,5°C 31,8 
N1R 5´-AAC TAT CAC AGA CAA TAA TA-3´  43,0°C 25 
 
El DNAc obtenido por la RT se empleó como plantilla para realizar la amplificación por 
PCR. Se adicionó 2μl de DNAc a cada tubo con 23μl de mezcla para PCR. La polimerasa 
empleada para la PCR fue Platinum PCR Super Mix (Invitrogen®). Las condiciones de la 
PCR fueron: para la denaturación 94°C durante 1 minuto, el anillamiento fue a 53,5 °C 
por 1 minuto y la extensión fue a 72°C durante 1 minuto, en 35 ciclos.  Los amplificados 
se evaluaron por electroforesis empleando un gel de agarosa grado Biología Molecular 
(Sigma®) al 1% a un voltaje constante de 95V durante una hora. El marcador de peso 
molecular empleado fue DNA en escalera 100pb (Fermentas®). Los amplificados se 
visualizaron mediante la tinción con EZ vision® y fueron evaluados en el 
fotodocumentador de Biorad® (Gel Doc 1000, CA).   
 
34 Desarrollo de un Biológico contra Influenza Porcina y Evaluación en un modelo 
in vivo de su respuesta inmune para uso potencial en cerdos 
 
2.2.8 Inactivación del Virus  
La inactivación del virus se realizó empleando β-propiolactona (BPL), el cual  es un 
compuesto orgánico de la familia de las lactonas, posee una estructura de anillo con 
cuatro eslabones que tiene la capacidad de descomponer los ácidos nucléicos virales de 
forma eficaz e irreversible sin lesionar las proteínas del virus. Para esto, se empleó el 
protocolo descrito por Budowsky et al. (1991) y se modificó con el protocolo descrito para 
la inactivación de virus de rabia (Biovac, 1993), que consistió en cosechar o descongelar 
el virus a inactivar, luego fue sometido a centrifugación a 1957xg/40 minutos para limpiar 
el sobrenadante. Se preparó una dilución inicial 1:40 de β-propiolactona en agua 
destilada a 4°C y luego se llevó a una dilución final de 1:4000 la cual fue empleada para 
inactivar el virus. Se adicionó lentamente por la pared del frasco la BPL a dilución 1:4000 
a la suspensión viral a inactivar en agitación magnética constante que estuvo en 
agitación previa por 24 horas a 4°C. Se controló periódicamente el pH varias veces para 
que se mantuviera a 7,4. Pasadas las 24 horas, se incubó la solución de virus a 37°C por 
3 horas para hidrolizar completamente la BPL, después se tomó una muestra de virus 
inactivado para verificar la inactivación, la integridad de la proteína HA y la esterilidad del 
producto final. Por último se almacenó a 4°C. 
2.2.9 Preparación de la Vacuna 
Para la preparación de la vacuna se empleó el virus obtenido del fluido alantoideo de 
huevos embrionados previamente inactivado con β-propiolactona. El fluido alantoideo 
obtenido fue emulsificado con el adyuvante EMULSIGEN-BCL siguiendo el protocolo de 
fabricación del producto (MVP Laboratories, INC®). Para el segundo biológico, se empleó 
el mismo antígeno vacunal inactivado pero como adyuvante se incluyó hidróxido de 
aluminio. Para la mezcla de los antígenos vacunales con  su respectivo adyuvante se 
empleó una DIE50% 109 de cada cepa viral inactivada junto con 20% (v/v) de 
EMULSIGEN-BCL e hidróxido de aluminio, respectivamente; la mezcla se realizó 
lentamente gota a gota y después permaneció la mezcla en agitación constante durante 
24 horas.  Finalmente, se fraccionó cada biológico en frascos de 20ml, fueron sellados y 
almacenados a 4°C.  
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2.2.10 Análisis Estadístico 
Los datos del ensayo fueron analizados en cuanto a normalidad y homoscedasticidad 
empleando el software estadístico Statistix 8.0. Los tratamientos fueron analizados 
mediante un modelo linear general ANAVA. Se empleó el modelo Yij = μ + Ti + Pj + TPij + 
εij para analizar los datos donde: Yij = el efecto calculado, μ = el promedio general, Ti = 
efecto del i-ésimo tratamiento, Pj = efecto del j-ésimo pasaje, TSij = interacción 
tratamiento y pasaje, y εij = error. Aquellas variables que no siguieron una distribución 
normal fueron analizadas mediante un test de Kruskall Wallis. Para todos los análisis se 
consideró una diferencia significativa cuando P<0,05 y tendencia cuando P<0,10. 
2.3 Resultados 
2.3.1 Aislamientos de Campo 
De las 80 granjas muestreadas, se logró aislar 15 virus entre los años 2008 -2010 en las 
tres regiones de estudio (tabla 2-2).   
 
Tabla 2-2. Aislamientos de SIV entre 2008 – 2010 
 
Virus Área Grupo MDCK Huevos 
Embrionados 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 Occidental Precebo POS NO 
A/SW/COL0201/2009/H1N1 Antioquia Ceba NEG Si 
A/SW/COL0301/2009/H1N1 Antioquia Precebo NEG Si 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 Antioquia Precebo POS - 
A/SW/COL0502/2009/H1N1 Occidental Precebo POS No 
A/SW/COL0602/2009/H1N1 Occidental Precebo POS No 
A/SW/COL0701/2009/H1N1 Antioquia Precebo POS SI 
A/SW/COL0801/2008/H1N1 Antioquia Precebo POS No 
A/SW/COL0901/2008/H1N1 Antioquia Precebo POS SI 
A/SW/COL1002/2009/H1N1 Occidental Ceba POS SI 
A/SW/COL1101/2009/H1N1 Antioquia Precebo POS - 
A/SW/COL1203/2010/H1N1 Central Precebo POS Si 
A/SW/COL1303/2010/H1N1 Central Precebo POS Si 
A/SW/COL1403/2010/H1N1 Central Precebo POS Si 
A/SW/COL1503/2010/H1N1 Central Precebo POS Si 
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2.3.2 Caracterización de la Cepa Viral  
 
Al analizar los genes que codifican para las proteínas HA y NA de los virus aislados en 
Colombia, estos se pudieron organizar en tres grandes grupos: los virus H1N1 aislados 
de la región de Antioquia que corresponde al muestreo del año 2008 están asociados a 
virus clásico porcino, mientras que los aislados en el 2009 se asociaron a virus 
pandémico humano A/California/4/2009 y virus california 2004 porcino, predecesores de 
la pandemia 2009-2010 (figura 2-2).  
 
 
Figura 2-2. Clasificación de virus de Influenza porcina H1N1 aislados en Colombia  
 
 
 
 
Los virus H1N1 clásicos aislados se relacionan con grupos de virus porcinos (no aviares 
no humanos) y principalmente con virus Norteamericanos reportados en 1976, 1978 y 
1990, lo que se puede explicar por la alta importación hacia Colombia de pie de cría 
(Genética) proveniente de Canadá y Estados Unidos (figura 2-3).  
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Figura 2-3. Relación de virus H1N1 Clásicos Aislados en Colombia 
 
Para la elaboración de la vacuna se emplearon las siguientes cepas vacunales:  
 Virus Clásico:   A/SW/COL0401/2008/ H1N1 clásico 
 Virus Pandémico:  A/SW/COL0102/2009/ H1N1 pandemico. 
 
Las cepas fueron seleccionadas debido a que se buscó elaborar una vacuna con 
cobertura para las cepas actuantes para los años 2008-2009 (cepa clásica y cepa 
pandémica respectivamente) en las producciones porcinas del país. Adicionalmente, 
estos aislamientos provenían de animales en etapa de precebo provenientes de granjas 
ubicadas en las dos zonas de mayor población de cerdos como son Antioquia y Valle del 
Cauca; regiones que generan el mayor aporte económico a la industria porcina del país.  
 
2.3.3 Replicación del Virus  
2.3.3.1 Cultivo Celular  
Una vez se caracterizaron molecularmente las dos cepas virales candidatas para el 
desarrollo del biológico, se comenzaron a replicar en la línea celular MDCK. La cepa 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica se inoculó en las células MDCK 3 veces (desde el 
5to al 7mo pasaje) y para la cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémica se realizaron 5 
inoculaciones en células MDCK (desde el 5to al 9no pasaje) con el fin de amplificar cada 
una de las cepas para el desarrollo de la vacuna. En la figura 2-4 se encuentran las 
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células MDCK empleadas para la amplificación de cada uno de las cepas de campo y el 
efecto citopático generado.   
 
Figura 2-4. Efecto citopático (ECP) generado por las cepas de SIV de campo en la línea 
celular MDCK  
 
Infección con la cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica en el 7mo pasaje (1); 1A monocapa de células sin 
infectar, 1B ECP 24 hpi, 1C ECP 48 hpi, 1D ECP 72 hpi. Infección con la cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 
pandémica en el 9no pasaje (2); 2A monocapa de células sin infectar, 2B  ECP 24 hpi, 2C ECP 48 hpi, 2D 
ECP 72 hpi.      
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La tabla 2-3 muestra los datos obtenidos de la prueba de Hemaglutinación para el virus 
clásico y para el virus pandémico después de los pasajes hechos en la línea celular 
MDCK. Se muestra a partir de pasaje 5 donde las dos cepas comenzaron a ser 
replicadas para obtener volumen para el virus vacunal, antes fueron amplificadas para 
aumentar el volumen de cada cepa.  
 
Tabla 2-3. Título hemaglutinante para la cepa clásica y pandémica crecidas en la línea 
celular MDCK  
 
 A/SW/COL0401/2008/H1N1 
Clásico 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 
Pandémico 
Pasaje   
5 1:64 1:16 
6 1:64 1:32 
7 1:128 1:64 
8 - 1:64 
9 - 1:256 
 
La cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica  fue inoculada en la línea celular MDCK 
pocas veces ya que se encontró que al 7mo pasaje alcanzó un titulo por HA de 1:128, 
más rápido comparado con la cepa pandémica. La cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 
pandémica fue llevada hasta el 9no pasaje donde se logró obtener un título 
hemaglutinante de 1:256. A pesar de las diferencias encontradas en el crecimiento de las 
dos cepas, se observó que ambos virus se adaptaron al crecimiento en la línea celular 
MDCK, que producen ECP considerable a las 72 hpi y que además se obtienen títulos 
por HA significativos.  
   
2.3.3.2 Huevos Embrionados 
  Se decidió llevar a cabo el crecimiento de ambas cepas de campo en huevos 
embrionados para observar el comportamiento de los virus en dicho sustrato. Las cepas 
que habían crecido previamente en la línea celular MDCK (A/SW/COL0401/2008/H1N1 
clásica 5to pasaje y A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémica 8vo pasaje) fueron 
inoculadas en huevos embrionados SPF de nueve días de edad y la cosecha del virus se 
realizo a las 72 horas post inoculación. En la tabla 2-4 se observan los títulos por 
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hemaglutinación obtenidos de los pasajes realizados en huevos embrionados. Se debe resaltar 
que los pasajes previos de las dos cepas fueron realizados en cultivo de células MDCK. 
 
Tabla 2-4. Título Hemaglutinante para la cepa clásica y pandémica crecidas en huevos 
embrionados  
 
 A/SW/COL0401/2008/H1N1 
Clásico 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 
Pandémico 
Pasaje   
5 1:512 - 
6 1:16384 - 
7 1:8192 - 
8 - 1:512 
9 - 1:4096 
10 - 1:1024 
   
Se encontró que el virus A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásico tuvo títulos hemaglutinantes 
más altos en huevos embrionados comparado con el virus A/SW/COL0102/2009/H1N1 
pandémico,  aunque es evidente que ambas cepas de campo tuvieron mejor crecimiento 
en huevos embrionados que en la línea celular MDCK.   
 
2.3.4 Línea Celular MDCK Vs. Huevos Embrionados  
 
2.3.4.1 Virus A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémico 
Se comparó el crecimiento de la cepa de campo A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémico 
en la línea celular MDCK y en huevos embrionados SPF de nueve días de edad. Se pudo 
determinar diferencias significativas del crecimiento de la cepa entre las células MDCK y 
los huevos embrionados (p<0.05), donde se observó que la cepa 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémica tuvo un crecimiento mejor en huevos 
embrionados (X= 2,3) que en la línea celular MDCK (X =1,5). Igualmente, se pudieron 
establecer diferencias significativas (p<0.05) entre pasajes, donde la cepa viral en el 
pasaje 9 en cultivo celular alcanzó un título por HA de 1:256, mientras que en huevos 
embrionados en el mismo pasaje alcanzó un título por HA de 1:4096 (tabla 2-5).  
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Tabla 2-5. Títulos por hemaglutinación en células MDCK y en huevos embrionados de la 
cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémico     
 
 Línea Celular MDCK Huevos Embrionados 
Pasaje   
5 1:16 - 
6 1:32 - 
7 1:64 - 
8 1:64 1:512 
9 1:256 1:4096 
10 - 1:1024 
 
 
2.3.4.2 Virus A/SW/COL0401/2008/H1N1 Clásico 
Al comparar el crecimiento de la cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica en células 
MDCK y en huevos embrionados se encontraron diferencias significativas (p<0.05)  entre 
los dos sustratos. El virus presentó un mejor crecimiento en huevos embrionados (X= 
8.5) comparado con el cultivo celular (X=  3.5), situación que se pudo observar 
principalmente en el pasaje 6 donde en cultivo celular la cepa alcanzó un título por HA de 
1:32, mientras que en huevos embrionados alcanzó un título por HA de 1:16384  (Tabla 
2-6). 
 
Tabla 2-6. Títulos por hemaglutinación en células MDCK y en huevos embrionados de la 
cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica     
 
 Línea Celular MDCK Huevos Embrionados 
Pasaje   
5 1:16 1:512 
6 1:32 1:16384 
7 1:64 1:8192 
 
El virus clásico obtuvo mejor adaptación a los huevos embrionados comparado con el 
virus pandémico, sin olvidar mencionar que se le realizaron menos pasajes en los huevos 
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embrionados. Sin embargo, ambas cepas se adaptaron muy bien a los huevos y se 
encontraron títulos por HA significativos. Con base en estos resultados, se decidió 
realizar la vacuna con las cepas de campo que crecieron en huevos embrionados y con 
los títulos por HA más altos.   
 
2.3.5 Amplificación de la proteína Hemaglutinina (HA) y 
Neuraminidasa (NA) 
 
Una vez las cepas de campo vacunales fueron amplificadas en huevos embrionados, se 
desarrolló una RT-PCR multiplex para determinar su replicación mediante la detección 
del genoma viral de las proteínas HA y NA y verificar que fueran cepas del subtipo H1N1 
(Figura 2-5). 
 
Figura 2-5. RT-PCR multiplex para la detección de cepas H1N1 de SIV  
 
 
Marcador de peso molecular (1), control positivo Cepa A/puerto Rico/8/34  (2), cepa 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica (3), cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémico (4), control negativo (5)  
 
2.3.6 Inactivación del Virus  
Para la inactivación del virus se empleó β-propiolactona; una vez se finalizó el proceso 
de inactivación se realizó una prueba de HA para cada cepa con el fin de determinar que 
se conservase la integridad de la hemaglutinina viral (figura 2-6).  
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Figura 2-6. Verificación de la integridad de la hemaglutinina viral por medio de HA 
 
 1   2  
Cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica (1), cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémica (2). La formación 
de puntos por los glóbulos rojos indica que no hubo aglutinación de los mismos lo cual indicó que no hubo 
replicación de partículas virales. En los pozos donde no hubo formación de punto indica la integridad de HA 
de ambos virus.  
 
Para la verificación de la correcta inactivación de las dos cepas de campo se realizaron 
tres pasajes ciegos en huevos embrionados para cada virus, donde después  de 72 
horas post infección (hpi) se realizó HA seguido de cada pasaje ciego para verificar que 
no existiera la presencia de particulas virales replicativas (figura 2-7).    
 
Figura 2-7. Verificación de la Inactivación de las cepas vacunales por medio de tres 
pasajes ciegos por la prueba de hemaglutinación 
 
 
Primer pasaje ciego (1); segundo pasaje ciego (2); tercer pasaje ciego (3). En las tres placas se puede 
observar la formación de puntos por los glóbulos rojos que se decantaron en el fondo de los pozos, no hubo 
aglutinación de los mismos lo cual indicó que no hubo replicación de partículas virales.     
 
2.3.7 Preparación de la Vacuna 
Para la preparación de la vacuna se emplearon las cepas previamente inactivadas de 
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A/SW/COL0401/2008/H1N1 clásica y A/SW/COL0102/2009/H1N1 pandémica obtenidas 
del fluido alantoideo de huevos embrionados.  
Se desarrolló un biológico de tipo bivalente donde se obtuvieron dos vacunas 
conformadas por las dos cepas de campo, una lleva como adyuvante hidróxido de 
aluminio (vacuna A) y la otra lleva como adyuvante Emulsigen® (vacuna B). Las 
características de cada vacuna  se describen a continuación en la tabla 2-7. 
 
Tabla 2-7. Características de las vacunas bivalentes desarrolladas con cepas de campo 
Características Vacuna A Vacuna B 
Cepas Vacunales de 
Campo 
Cepa 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 
clásica 
Cepa 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 
pandémica  
Cepa 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 
clásica 
Cepa 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 
pandémica 
Título por HA 1:8192 1:1024 1:8192 1:1024 
DIE50% 109u/ml 109u/ml 
Adyuvante  Hidxóxido de Aluminio  Emulsigen® 
Dosis Vacunal  2ml / animal  2ml / animal  
Vía Administración  Intramuscular  Intramuscular 
     
2.4 Discusión  
Tradicionalmente se han empleado huevos embrionados de pollo y cultivos de células 
(MDCK) para el aislamiento y propagación del virus de influenza (Takemae N et al., 
2009). Las células epiteliales de la cavidad alantoidea de los huevos embrionados 
poseen únicamente receptores de ácido siálico con enlaces de tipo α-2.3, mientras que 
las células MDCK poseen receptores con ambos tipos de enlaces α-2.3 y α-2.6 (Ito et al., 
1997), permitiendo así el crecimiento de un mayor espectro de cepas del virus de 
influenza A. Se han realizado recientemente  numerosos estudios que han buscado 
determinar las características y sustratos óptimos para el crecimiento de virus de 
influenza a ser empleados en la producción de biológicos. En un estudio realizado por 
Gambaryan et al., (2005), se observó que virus de influenza porcina H1N1 clásico en 
células MDCK con previa adaptación a huevos embrionados, presentó en su replicación 
afinidad por un receptor con enlace de tipo SAα-2.6 pero no con receptores tipo SAα-2.3, 
encontrándose mayores tasas de replicación viral en células MDCK (receptores de tipo 
SAα-2.6) y escasas sustituciones en los aminoácidos que componen la HA de los virus 
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empleados en el estudio. Por lo general, los virus de influenza aislados a partir de células 
MDCK conservan una HA idéntica a la del la cepa circulante original, mientras que los 
virus adaptados a huevos presentan variaciones en dicha proteína (Gambaryan et al., 
1999), sin embargo, contrario a lo reportado anteriormente, en un estudio realizado por 
Robertson et al., (1995) indican que los virus de influenza que se han adaptado a los 
huevos se unen e internalizan en las células alantoideas con mayor eficiencia que los 
virus replicados en cultivo celular.   
 
En nuestro estudio se encontró que al momento de realizar el aislamiento de las dos 
cepas de campo empleadas, estas crecieron en la línea celular MDCK y no en huevos 
embrionados. Después de realizar entre 5 – 8 pasajes de cada virus en células MDCK, 
se decidió inocular las dos cepas en huevos embrionados y se encontró que  ambas 
presentaron mejor adaptación en estos en comparación con las células MDCK, lo cual se 
vio reflejado en los títulos de HA obtenidos. Esto probablemente explicaría que los virus 
de influenza A tienen propiedades de escogencia del huésped significativamente 
diferentes entre sí y posiblemente diferentes propiedades de crecimiento in vitro, 
dependiendo de la cepa (Webster, 1997). Estas diferencias pueden estar asociadas con 
la preferencia por el receptor celular (α2-3 o α2-6) que el virus de influenza A necesite 
para inducir la infección (Clavijo A et al., 2002). Algunos estudios describen que algunos 
aislamientos de influenza de origen humano y porcino no crecen bien en huevos 
embrionados y que el cultivo celular provee mejores resultados para el aislamiento 
primario (IWS et al., 2009; Govorkova et al., 1996).  
 
Los resultados obtenidos indican que las dos cepas virales se adaptaron tanto al cultivo 
celular MDCK como a los huevos embrionados, pero el sustrato de elección para la 
producción del biológico fueron los huevos debido a que allí las cepas virales tuvieron un 
crecimiento más eficiente, obteniendo un mayor volumen de vacuna (aproximadamente 1 
huevo / dosis vacunal). Por esta razón, se sigue empleando en la fabricación de 
biológicos contra influenza. Esta tecnología data de hace más de 60 años, presenta 
inconvenientes relacionados con la disponibilidad oportuna en masa de huevos libres de 
patógenos específicos (SPF), particularmente en el caso de epidemias o pandemias 
cuando se requiere de una acción rápida. Sin embargo, hasta el momento no ha podido 
ser reemplazado como sustrato de elección para la elaboración de biológicos contra 
influenza (Clavijo et al., 2002; Robertson et al., 1987).  
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Los cultivos celulares han surgido como una alternativa a los inconvenientes que 
presentan el aislamiento y producción de vacunas contra influenza en huevos 
embrionados. Presentan ventajas tales como la disponibilidad de líneas celulares 
estandarizadas y caracterizadas que permiten una planeación y producción permanente 
en la fabricación de vacunas, la reducción en la presentación de efectos adversos hacia 
el biológico y un menor riesgo de cambios en las propiedades de unión al receptor de la 
HA  (Tree et al., 2001). Para que un sistema de producción de vacunas contra influenza 
porcina en cultivo celular y, en este caso, con células MDCK sea eficaz, se debe contar 
con un sistema de producción escalable para la obtención de volúmenes considerables 
del biológico en periodos cortos de tiempo (Chu C et al., 2010; Wielink et al., 2011).  
 
En este estudio el sustrato de elección para la producción de la vacuna con las cepas de 
campo aisladas en Colombia fueron los huevos embrionados, no obstante, Chiapponi et 
al., (2010) indican que lo ideal sería emplear cultivos celulares y huevos embrionados 
simultáneamente para la replicación de los virus de influenza porcina con el fin de 
optimizar los procesos de aislamiento y fabricación de biológicos.  
 
La vacunación de cerdos contra el virus de influenza es una práctica común en USA y la 
aparición de las vacunas inactivadas comercialmente disponibles inició desde 1994 
(Vincent et al., 2010). Debido a que el cerdo ha sido mitificado como ―vaso mezclador‖ 
capaz de generar recombinaciones de virus de influenza con potencial pandémico, la 
vacunación se ha convertido en la práctica más empleada para el control de 
diseminación y presentación de síntomas de la enfermedad. En Colombia ya se ha 
establecido la presencia del virus y es claro que se deben comenzar a tomar medidas 
preventivas y una de ellas, si no, la más importante es el desarrollo de vacunas 
homólogas de tipo bivalente o monovalente que puedan ser empleadas en todos los 
grupos de animales susceptibles para generar una protección adecuada a la población 
porcina y limitar el potencial de diseminación del virus a otros cerdos y a los humanos.  
 
Los sistemas de vigilancia y monitoreo de los virus de influenza en este caso en la 
población porcina a nivel mundial es un punto crítico para poder entender la dinámica 
ecológica de SIV y de esta forma desarrollar sistemas de selección de cepas vacunales 
adecuadas que reduzcan la posibilidad de recombinación del virus y la emergencia de 
nuevas cepas virales.  
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3. Asociación de virus de influenza porcina 
pandémico H1N1 (H1N1p) con enfermedades 
del complejo respiratorio porcino en cerdas 
de granjas de producción en Colombia 
Mancipe, L.F., Ramírez, G.C., Vera, V., Jaime, J.  
Resumen  
La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por virus del 
genero influenza tipo A. El complejo de enfermedades respiratorias porcinas (CERP) es 
un problema sanitario serio que afecta principalmente a cerdos en crecimiento y 
finalización, que se caracteriza por un crecimiento lento de los animales, disminución en 
la eficiencia alimentaria, letargia, anorexia, fiebre y tos. La neumonía con la que cursan 
los animales con ECRP se genera debido a la interacción de agentes virales y 
bacterianos como el Síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), virus de 
Influenza Porcina (IP), Mycoplasma hyopneumoniae(Mh), Actinobacillus 
pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida y Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2). En el 
presente estudio se evaluaron 11 granjas ubicadas en las tres regiones de mayor 
producción porcina en Colombia donde en 7 de estas se aislaron virus de influenza 
porcina H1N1 pandémico (IP-H1N1p). Se tomaron muestras de suero a cerdas 
primerizas y multíparas entre los años 2008 – 2009, donde se analizó la presencia de 
anticuerpos frente a PRRS,  Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus 
pleuropneumoniae y PCV2 mediante inmunoanálisis enzimático (ELISA). Se encontró 
que en granjas negativas a IP-H1N1p el porcentaje de presentación de APP, My, PCV2 y 
PRRS fue de 64.5% 56,9%, 87.5% y el 15.3%, respectivamente. En cuanto a las granjas 
que fueron positivas a IP-H1N1p se determinó que el porcentaje de presentación de APP, 
My, PCV2 y PRSS fue de 81.1%, 79,4%, 96% y 1.6%, respectivamente. El valor de 
posibilidades (odd ratio) y el valor de p revelaron que hubo diferencias significativas 
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(p<0,05) en la presentación de enfermedades del CRP en cerdas primerizas y multíparas 
de granjas positivas a IP-H1N1p. El análisis fue concluido con regresión logística con el 
fin de determinar cuál es la posibilidad de que aumente la presentación de las 
enfermedades del CRP en granjas positivas a IP-H1N1p. Se determinó que las cerdas 
primerizas fueron positivas en un 64% a APP, el 78,8% a Myc, el 94% a PCV2 y el 9,0% 
positivas a PRRS. En cuanto a las cerdas multíparas se encontró que el 84,1% fueron 
positivas a APP, el 67,4%  a Myc, el 92,4% a PCV2 y el 5,3% positivas a PRRS. Se 
encontró que en granjas positivas a IP-H1N1p existe 3.19, 1.75 y 5.14 veces mayor 
riesgo de presentación de APP, Myc y PCV2, respectivamente,  comparado con las 
granjas negativas. En el caso PRRS se determinó que cuando la granja es positiva a IP-
H1N1p, disminuye el riesgo de presentación (OR 0,05). Los hallazgos indican que en 
granjas positivas a IP-H1N1p aumenta el riesgo de presentación de las enfermedades del 
CRP especialmente de PCV2, APP y My. Las cerdas primíparas son más susceptibles en 
su orden, a PCV2, Myc y APP, mientras que las cerdas multíparas son más susceptibles 
a PCV2, APP y Myc.   
 
Palabras clave: Influenza porcina pandémica, complejo respiratorio porcino, Colombia,  
 
Abstract 
Porcine respiratory disease complex (PRDC) is a serious health problem that mainly 
affects growing and finishing pigs. Pneumonia in pigs with PRDC is due to a combination 
of both viral and bacterial agents, such as porcine reproductive and respiratory syndrome 
virus (PRRSV), swine influenza virus (SIV), Mycoplasma hyopneumoniae (Myh), 
Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Pasteurella multocida and Porcine Circovirus 2 
(PCV2).  11 farms of three regions of major production in Colombia were evaluated in the 
present study, where 7 of them were positive to SIV-H1N1p. Serum samples were taken 
to gilts and multiparous sows between 2008 and 2009 to determine antibody presence of 
PRDC by ELISA. Percentages of APP, Myh, PCV2 and PRRSV presentation were 64.5%, 
56.9%, 87.5% and 15.3%, respectively, for SIV-H1N1p negative farms. Moreover, 
percentage presentation of PRDC in positive farms to SIV-H1N1p was 81.1%, 79.4%, 
96% and 1.6% for APP, Myh, PCV2 and PRRSV, respectively. Odds ratio (OR) and P 
values revealed  statistically significant differences (P<0.05) in PRDC  presentation  in 
gilts and multiparous sows of positive farms to SIV-H1N1p. Logistic regression analysis 
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were performed  to identify possible increases in PRDC presentation in positive farms to 
SIV-H1N1p. It was found that gilts are positive to APP in 64%, 78.8% to Myh, 94% to 
PCV2 and 9% to PRRSV. In multiparous sows, it was determined the positivity for APP, 
Myh, PCV2 and PRRSV of 84.1%, 67.4%, 92.4% y 5.3%, respectively.   Positive farms to 
SIV-H1N1p have 3.19, 1.75 and 5.14 times major risk of presentation to APP, Myh and 
PCV2, respectively, compared with negative farms. In case of PRRSV, the risk of 
presentation decreases when the farm is positive to SIV-H1N1p. The findings indicate that 
positive farms to SIV-H1N1p have increased risk presentation of PRDC especially PCV2, 
APP and Myh. Gilts sows are more susceptible to PCV2, Myh and APP, whereas the 
multiparous sows are more susceptible to PCV2, APP and Myh.   
 
Key words: Swine Influenza Pandemic, Porcine respiratory disease complex, Colombia 
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3.1 Introducción  
La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda ocasionada por virus del 
genero influenza tipo A. Estos virus están clasificados en subtipos basados en las 
propiedades antigénicas de las glicoproteínas externas hemaglutinina (HA) y 
neuraminidasa (NA). Estas proteínas son altamente variables y muy importantes en la 
inducción de la respuesta inmune por parte del huésped (Gramer, 2008).   
 
En la especie porcina, la enfermedad está caracterizada por la súbita aparición de los 
síntomas que por lo general son: tos, disnea, fiebre y postración; seguido por una rápida 
recuperación. Las lesiones se circunscriben en la mayoría de los casos al tracto 
respiratorio y desaparecen rápidamente. El curso y severidad de la enfermedad están 
asociados a la cepa viral actuante y a factores del huésped como la edad y la 
competencia del sistema inmune (Easterday et al., 1999). La morbilidad suele ser del 
100% pero la mortalidad es menor al 1%. La recuperación de animales se hace entre 7 a 
10 días posinfeccion; las infecciones subclínicas son comunes y la mayoría de cerdos se 
pueden reinfectar con otras cepas sin mostrar signos clínicos (Reeth K. V. et al., 2006). 
 
El complejo de enfermedades respiratorias porcinas (CERP) es un problema sanitario 
serio que afecta principalmente a cerdos en crecimiento y finalización, que está 
caracterizado por el crecimiento lento de los animales, disminución en la eficiencia 
alimentaria, letargia, anorexia, fiebre y tos. La neumonía con la que cursan los animales 
con CERP se genera debido a la interacción de agentes virales y bacterianos como 
síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), virus de Influenza Porcina (SIV), 
Mycoplasma hyopneumoniae (Myh), Actinobacillus pleuropneumoniae (APP), Pasteurella 
multocida y Circovirus Porcino tipo 2 (PCV2) (Kim, J et al., 2003). Aunque la etiología de 
CERP involucra múltiples patógenos y varía de granja a granja, diversos estudios lo han 
asociado principalmente con M. hyopneumonie y PRRS (Dee, S., 1996; Thacker et a., 
1999).   
 
El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia del virus de Influenza porcina 
H1N1 pandémico y su asociación con las enfermedades del complejo respiratorio porcino 
(PRRS, Myh, APP, PCV2) en cerdas de granjas de producción en Colombia. 
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3.2 Materiales y Métodos 
 
3.2.1 Animales 
Se tomaron muestras de sangre para la obtención de suero a 198 cerdas entre 
primerizas y multíparas, distribuidas en 11 granjas de las tres regiones de mayor 
producción de porcinos en Colombia (Antioquia, Valle del Cauca y Cundinamarca). Se 
realizó la toma de la muestra mediante venopunción de la vena yugular, empleando 
vacutainer™ y tubos de tapa roja para la separación de suero. Las muestras fueron 
identificadas y almacenadas a -20°C hasta el día del análisis.   
 
3.2.2 Diagnóstico del Virus de Influenza Porcina (SIV)  
En las 11 granjas estudiadas se realizó toma de hisopados nasales, lavados bronquiales 
(LB) y muestras de tejido de pulmón (TP) de animales que presentaron sintomatología 
compatible con SIV (Easterday et al., 1999). Huevos embrionados de pollo libres de 
patógenos específicos (SPF) de nueve días de edad, fueron inoculados vía saco 
alantoideo con 200μl de cada una de las muestras anteriormente mencionadas. Los 
huevos fueron incubados a 37°C durante 72 horas y fueron monitoreados diariamente; el 
fluido alantoideo fue colectado y  evaluado por su actividad hemaglutinante.    
 
La línea celular MDCK fue igualmente empleada para el aislamiento de SIV. Para esto, 
se emplearon placas de 24 pozos, sembrado 8x105 células/pozo, en medio DMEM 
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB-Gibco®), 1% antibiótico (Sigma®) y 
1% de L-Glutamina (Sigma®). Antes de la inoculación, el medio de crecimiento de las 
células fue removido por inversión y se realizaron 3 lavados con PBS suplementado con 
TPCK a una concentración de 2 μg/ml. A cada pozo se adicionaron 200 μl de 
homogenizado de hisopados nasales, LB y TP, independientemente. Las células fueron 
mantenidas con este volumen mínimo de inóculo durante una hora a 37°C, 5% CO2. 
Posteriormente, se adicionaron 2ml/pozo de medio DMEM suplementado con 1% de 
SFB, Antibiótico, L-Glutamina y 2μg/ml de tripsina TPCK. Las células fueron incubadas a 
37°C, 5% CO2 por 3 a 6 días y fueron observadas a diario para determinar la presencia 
de efecto citopático (ECP). Pasados 3 a 6 días, el medio fue removido y evaluado por su 
actividad hemaglutinante.       
A las muestras positivas al aislamiento en huevos embrionados y/o en cultivo celular se 
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les realizó extracción de RNA con el Kit QIAmp viral RNA® (Qiagen. CA), según el 
procedimiento Qiagen One Step RT-PCR (2002). Luego, se  llevó a cabo una RT-PCR 
dúplex de diagnóstico (Choi et al. 2002) para determinar si amplificaban regiones de los 
genes HA de 1006pb (primers H1F-H1R) y NA (primersN1F-N1R) de 754pb de SIV; los 
primers y condiciones de la PCR se encuentran en la tabla 3.1.  
 
Inicialmente, para la síntesis del DNAc se mezcló la muestra de RNA viral (4 μl) con Uni12 
primers-Invitrogen® (0,5 μl) y 5,5 μl de agua DEPC. Las condiciones fueron 1 ciclo a 70°C 
durante 5 minutos. Posteriormente, se realizó la RT mediante el empleo de la transcriptasa 
reversa M-MVL Invitrogen®. Las condiciones de la RT fueron 1 ciclo para la denaturación a 
94°C durante 5 minutos, un ciclo a 42°C para el anillaje durante 30 minutos y 1 ciclo a 4°C 
para la elongación. El DNAc fue almacenado a -20°C para usos posteriores. 
 
Tabla 3.1. Primers y Condiciones de la PCR para Diagnóstico de SIV-H1N1 
Primers   Pb  Tm  %GC Producto  Referencia 
H1    
H1F 
 
5´GGTAGATGGATGGTACGGTTA3´ 21 53,4°C 47,6 1006 pb  Choi et al. 
2002 
H1R  5´GGTCCACCAACT TGAGAAATG3´ 21 53,9°C 47,6   Choi et al. 
2002 
N1    
N1F 
 
5´TAAATGACAAACATTCCAATGG3´ 22 49,5°C 31,8 754 pb  Choi et al. 
2002 
N1R 5´AACTATCACAGACAATAATA3´ 20 43,0°C 25   Choi et al. 
2002 
 
Las condiciones empleadas de amplificación de la PCR fueron para la denaturación 
inicial a 94°C por 5 minutos, luego en 35 ciclos se realizó: denaturación a 94°C por 1 
minuto, anillaje a 53,5°C por 1 minuto y elongación a 72°C por 1 minuto. Por último se 
realizó una elongación final a 72°C durante 15 minutos.   
 
Posteriormente, para la amplificación completa de HA y Na se emplearon un set de 
primers universales e internos específicos (Hoffmann et al. 2001). Los productos fueron 
purificados a partir de gel con el kit QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen®) y las 
muestras fueron enviadas para análisis de secuenciación a Macrogen (USA).      
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3.2.3 Reactividad a SIV por Inhibición de Hemaglutinación (HI) 
A los sueros recolectados se les realizó la prueba de Inhibición de Hemaglutinación para 
determinar la presencia de anticuerpos contra SIV, empleando como antígeno la cepa 
A/Puerto Rico/8/34 (H1N1) (Protocolo OMS, 2005). 
 
3.2.4 Diagnóstico de Enfermedades del Complejo Respiratorio 
Porcino (ECRP) 
 
Para diagnosticar la presencia de PRRS, Myh, APP y PCV2 en los sueros, se emplearon 
kits de ELISA para la detección de anticuerpos (tabla 3.2). 
 
Tabla 3.2.  Kits de ELISA empleados en el estudio  
 
Enfermedad Kit de ELISA 
PRRS IDEXX PRRS X3 Ab Test  
Mycoplasma hyopneumoniae IDEXX M. hyo. Ab Test  
Actinobacillus pleuroneumoniae ID VET - ID Screen® APP Screening (1-2-
4-7-9-11) 
Circovirus Porcino tipo 2 Ingezim PCV, INGENASA 
  
3.2.5 Análisis Estadístico 
 
Para el análisis estadístico de los datos se empleó el programa Statistix 8.0. Se realizó la 
prueba de Chi cuadrado para hallar la probabilidad de presentación de las enfermedades 
del complejo respiratorio con y sin la presencia de SIV y también se realizó análisis de 
regresión logística para determinar los factores de riesgo que aumentan la presentación 
de enfermedades del CERP cuando las granjas y los animales son positivos o negativos 
a SIV. Se empleó un valor de significancia de p<0.05 y para las graficas el software 
GraphPad.  
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3.3 Resultados 
 
3.3.1 Presencia de Virus de Influenza Porcina pandémico (SIV-
H1N1p) 
De las 11 granjas estudiadas, el 7% de ellas fueron positivas al virus de influenza porcina 
pandémico tanto por aislamiento en huevos embrionados como en cultivo de células 
MDCK (tabla 3.3). Los aislamientos se llevaron a cabo en granjas ubicadas en los 
departamentos de Antioquía y Valle en los grupos etáreos de precebo y ceba, mientras 
que en Cundinamarca no se aislaron cepas de SIV-H1N1p.   
Tabla 3.3. Virus de Influenza Porcina Aislados por región  
Virus Región Células MDCK Huevos 
Embrionados 
A/SW/COL0102/2009/H1N1 OCCIDENTAL + - 
A/SW/COL0201/2009/H1N1 ANTIOQUIA - + 
A/SW/COL0301/2009/H1N1 ANTIOQUIA - + 
A/SW/COL0502/2009/H1N1 OCCIDENTAL + - 
A/SW/COL0602/2009/H1N1 OCCIDENTAL + - 
A/SW/COL0701/2009/H1N1 ANTIOQUIA + + 
A/SW/COL1002/2009/H1N1 OCCIDENTAL + + 
Aislamiento Positivo (+); Aislamiento Negativo (-) 
 
Los resultados de la secuenciación del gen que codifica para la proteína HA indicaron 
que las cepas aisladas se agrupan dentro de los virus que estuvieron circulando en el 
brote de humanos que se presentó en el año 2009 y fueron clasificados como H1N1 
pandémico – 2009 (figura 3.1). 
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Figura 3.1. Clasificación filogenética de los aislamientos SIV-H1N1p encontrados en 
granjas productoras porcinas en Colombia 
 
 
Cuatro de los virus aislados presentaron alta homología (99%) entre ellos y se 
encuentran asociados al virus pandémico del año 2009; los tres virus restantes 
evidenciaron cambios en la secuencia de HA,  situación que llevó a pensar que pudieron 
ser los predecesores de los virus que fueron aislados en el año 2010 en granjas del país 
(datos no publicados). 
 
3.3.2 Reactividad a SIV por Inhibición de Hemaglutinación (HI) 
Por la prueba de inhibición de hemaglutinación se evidenció que las cerdas primerizas 
fueron positivas a SIV-H1N1p en un 36.3%, mientras que las cerdas entre 1 y 2 partos y 
las multíparas (> 3 partos) fueron positivas a SIV-H1N1p en un 33.3% y 30.3%, 
respectivamente. En la figura 3.2 se puede observar la tendencia en la reactividad a SIV-
H1N1p que va marcándose a través del tiempo.  
Figura 3.2. Porcentaje de presentación de SIV-H1N1p por HI en los grupos etáreos 
evaluados   
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3.3.3 Comportamiento de SIV-H1N1p y de las Enfermedades del 
Complejo Respiratorio Porcino (ECRP) a nivel de granjas  
Se encontró que en granjas negativas a SIV-H1N1p el porcentaje de presentación de 
ECRP fue más bajo que en granjas positivas (tabla 3.4). El valor de posibilidades (odds 
ratio) y el valor de p revelaron que hubo diferencias significativas (p<0,05) en la 
presentación de ECRP en cerdas primerizas y multíparas de granjas positivas a SIV-
H1N1p (figura 3.3). El análisis fue concluido con regresión logística con el fin de 
determinar cuál era la posibilidad de que aumentara la presentación de las enfermedades 
del CRP en granjas positivas a SIV-H1N1p.  
 
Tabla 3.4. Porcentajes de Presentación de ECRP en granjas positivas y negativas a IP-
H1N1p 
 
ECRP Granjas Negativas a IP-
H1N1p 
Granjas Positivas a IP-
H1N1p 
App 64.5% 81.1% 
Myh 56.9% 79.4% 
PCV2 87.5% 96% 
PRRSV 15.3% 1.6% 
 
Se encontró que en granjas positivas a IP-H1N1p existió 3.19, 1.75 y 5.14 veces mayor 
riesgo de presentación de APP, Myh y PCV2, respectivamente,  comparado con las 
granjas negativas. En el caso de PRRS se determinó que se disminuye el riesgo de 
presentación (OR 0,05) de esta enfermedad cuando la granja es positiva a SIV-H1N1p.  
 
Los hallazgos indican que en granjas positivas a SIV-H1N1p aumenta el riesgo de 
presentación de ECRP especialmente de PCV2, APP y Myh. Por grupos etarios, las 
cerdas primíparas son más susceptibles a PCV2, Myh y APP respectivamente, mientras 
que las cerdas multíparas son más susceptibles a PCV2, APP y Myh. 
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Figura 3.3. Porcentaje de presentación de ECRP en granjas positivas a SIV-H1N1p en 
cerdas primerizas y multíparas.    
 
 
 
3.3.4 Comportamiento de SIV-H1N1p y de las Enfermedades del 
Complejo Respiratorio Porcino (ECRP) por individuo 
 
Se realizó regresión logística con el fin de determinar cuál es la posibilidad de que 
aumente la presentación de ECRP en animales positivos y negativos a IP-H1N1p. El 
valor de posibilidades (odds ratio) y el valor de p revelaron que hubo diferencias 
significativas (p<0,05) en la presentación de ECRP por animal en las granjas del estudio. 
Se encontró que en animales positivos a SIV-H1N1p existe 2.42, 2.08 y 1.98 veces 
mayor riesgo de presentación de  Mycoplasma hyopneumoniae, PCV2 y APP, 
respectivamente, comparado con animales negativos. En el caso de PRRS se determinó 
que disminuye el riesgo de presentación de dicha enfermedad (OR 0,74) cuando el 
animal es positivo a IP-H1N1p.  
 
3.4 Discusión  
Muchos autores definen al complejo respiratorio de enfermedades porcinas (ECRP) 
como una enfermedad respiratoria multifactorial que involucra varios patógenos (Harms 
et al., 2002; Kim et al., 2003; Opriessing et al., 2007; Fachinger et al., 2008), mientras 
otros autores (Thacker, 2006) indican que ECRP son neumonías enzoóticas causadas 
por Mycoplasma spp. y otras bacterias oportunistas, agravadas por virus respiratorios.  
La reactividad serológica evaluada en el presente estudio por HI, indica que el virus de 
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Influenza Porcina H1N1 es prevalente en cerdas tanto primerizas como multíparas de las 
granjas de producción en Colombia, pero presenta tendencia a disminuir con el tiempo. 
Se esperaba encontrar en los aislamientos realizados en campo virus H1N1 de origen 
clásico, pero sorpresivamente los resultados de la secuenciación indicaron que los virus 
aislados en las granjas estudiadas se agrupan dentro de los virus H1N1 de origen 
pandémico del año 2009, donde 4 de ellos compartían un 99% de homología. Por lo 
tanto, es importante tener en cuenta que el virus de influenza porcina y en este caso de 
origen pandémico, debe ser considerado y evaluado como un patógeno influyente que 
cumple un rol importante en la presentación de enfermedades del complejo respiratorio 
porcino en las granjas de producción en el país. 
 
Se piensa que el virus pandémico A/California/4/2009 (CA/09) proviene del cerdo, pero 
antes de su detección en humanos, nunca se había establecido su circulación en 
poblaciones porcinas (Reeth K. V. et al., 2009). Hasta el momento, no se ha determinado 
la participación que cumple el cerdo en la epidemiología mundial del virus 
A/California/4/2009 y en la transmisión a la población humana. La presentación del virus 
de SIV-H1N1p en Colombia probablemente surgió debido a una transmisión humano 
cerdo como lo ocurrido en diversos países (Weingartl H. et al., 2010; Sreta D. et al., 
2010; Pereda A. et al., 2010); esta hipótesis se basa en la forma de presentación de 
brotes de la enfermedad en la población porcina y humana que estuvo involucrada en la 
diseminación del virus y principalmente en los reportes hechos por la Organización 
Mundial de Sanidad Animal (OIE) donde indican presencia del virus en países como 
Argentina, Canadá, Australia, Irlanda, Estados Unidos.  
 
Los resultados obtenidos indican que los animales positivos a SIV-H1N1p aumentan el 
riesgo de presentación de ECRP especialmente de PCV2, APP y Myh. Las cerdas 
primíparas y multíparas son más susceptibles a PVC2, seguido de Myh y APP en cerdas 
primíparas y APP y Myh en cerdas multíparas.  En un estudio realizado por Hansen MS 
et al. (2010), determinaron que PCV2 es el patógeno que se presentó en la mayoría de 
las muestras de pulmón de animales involucrados en la presentación de ECRP e indican 
que dicho virus se asocia con la mayoría de patógenos tanto virales como bacterianos. 
En el mismo estudio, se determinó que los patógenos detectados con mayor frecuencia 
en la presentación de ECRP en cerdos de Dinamarca fueron en su orden PCV2, Myc 
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hyopneumoniae, Myc hyohinis y Pasteurella multocida; estos mismos patógenos fueron 
encontrados en diferentes proporciones en cerdos con neumonía en Alemania (Palzer et 
al., 2008), Taiwan (Chiou et al., 2004) y USA (Choi et al., 2003). La divergencia en la 
presentación de los patógenos involucrados en CERP va a depender del método de 
diagnóstico empleado, el estatus sanitario de los animales, factores de manejo de las 
granjas o simplemente puede reflejar la naturaleza compleja de la neumonía en el cerdo.       
 
Se pudo comprobar que las granjas positivas al virus SIV-H1N1p son más susceptibles a 
la presentación de ECRP tanto en cerdas primerizas como multíparas, principalmente la 
interacción observada entre PCV2 con SIV. Estudios hechos en animales entre 18 – 20 
semanas de edad han reportado que SIV actúa en conjunto con PCV2 en cerdos con 
ECRP en condiciones de campo induciendo la presentación de lesiones más severas y la 
presentación de enfermedad clínica tanto de influenza como del síndrome de emaciación 
post-destete (Dorr et al., 2007; Pallarés et al., 2002). Por otro lado, estudios tendientes a 
verificar el efecto de la co-infección sobre la replicación de los virus han mostrado que 
SIV no influye en la replicación de PCV2 en cuanto a inmunosupresión se refiere en 
cerdos infectados experimentalmente, pero es claro la presencia de co-infecciones de los 
dos agentes (Wei et al., 2010).          
  
Mycoplasma hyopneumoniae (Myh) está asociado con la presentación de neumonía 
enzoótica porcina caracterizada por la alta morbilidad y la baja mortalidad en las granjas 
afectadas (Opriessing et al., 2011); Myh actúa como inmunosupresor incrementando la 
patogenicidad de sí mismo y de SIV en el momento de la replicación de los dos agentes 
(Opriessing et al., 2011; Yazawa et al., 2004). Thacker et al., (2001) reportaron que el 
porcentaje de lesiones pulmonares y la presentación de enfermedad clínica en cerdos 
inoculados con SIV 21 días después de la inoculación con Myh fue mayor que en los 
cerdos inoculados solamente con Myh.  
 
Actinobacillus pleuroneumoniae es una enfermedad altamente contagiosa, que causa 
pleuroneumonía en cerdos y está caracterizada por incrementar la susceptibilidad a 
infecciones secundarias (Gutiérrez et al., 2000). Es considerado como un parásito 
obligado del tracto respiratorio de los porcinos (D.J. Taylor, 1999), situación que 
logramos observar en el estudio ya que se determinó que granjas positivas a SIV-H1N1p 
presentan un 81.1% de positividad a APP.  APP posee dos biotipos diferentes, el 1 
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contiene 12 serotipos y el 2 contiene 6 serotipos, todos son capaces de causar 
enfermedad siendo algunos serotipos más agresivos que otros (Bossé JT et al., 2002). 
Se ha reportado que APP aumenta la incidencia de pleuroneumonía asociada 
principalmente a estrés y a la interacción con agentes virales y bacterianos involucrados 
en la presentación de ECRP (Bossé JT et al., 2002; Kim J et al., 2003).    
 
En cuanto a la presentación de PRRSV en granjas positivas y negativas a SIV-H1N1p se 
encontró que la incidencia de PRRSV es más baja en granjas positivas (1.6%) 
comparado con las granjas negativas (15.3%). Estudios de co-infección entre PRRSV y 
SIV han arrojado resultados contradictorios en la presentación de enfermedad clínica; por 
un lado se piensa que la enfermedad se exacerba cuando los dos agentes interactúan, 
donde cerdos que cursan una infección con influenza y son luego infectados con PRRSV 
presentan cuadros prolongados de fiebre, aumentan la tos y pierden peso (Van Reeth et 
al., 1996; Kitikoon et al., 2009); por otro lado, se ha reportado que infecciones previas 
con PRRSV no agravan la presentación aguda de SIV pero puede generar una 
subsecuente infección crónica (Pol et al., 1997). 
 
Por otro lado, PRRSV puede ser transmitido transplacentariamente, por contacto directo 
después del nacimiento y los lechones de madres infectadas son fuentes de infección en 
sus subsecuentes fases de producción especialmente en ceba y finalización (Prieto et al., 
1997). SIV es transmitido por contacto directo entre animales sanos y enfermos, por 
aerosoles y afecta animales en cualquier etapa, pero principalmente los que se 
encuentran en ceba y finalización (Van Reeth et al.,1996); de esta forma se podría 
pensar que SIV-PRRSV actuarían en conjunto exacerbando los síntomas respiratorios, 
pero esta situación no fue observada en el estudio. 
 
En cuanto a su tropismo, PRRSV tiene una gran afinidad por  macrófagos diferenciados, 
de lo cual se ha sugerido que la destrucción de dichas células pulmonares por PRRSV es 
el evento clave para hacer del pulmón un órgano susceptible a patógenos secundarios 
(Gucht, S., et al, 2011), mientras SIV presenta tropismo por células del tracto respiratorio 
superior (Van Reeth et al., 2008). SIV y PRRS son los agentes etiológicos primarios 
asociados con enfermedad respiratoria de cerdos en los Estados Unidos (Choi et al., 
2003) y su co-infección podría explicar su rol en la presentación del ECRP. La infección 
primaria de SIV se lleva a cabo en las células epiteliales de las vías aéreas resultando en 
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necrosis celular, en la producción de mediadores de la inflamación y la rápida infiltración 
de células fagocíticas; estas células incluyen macrófagos alveolares pulmonares (PAM) 
que son susceptibles a la infección por PRRSV. Es posible que la infección por SIV 
incremente la inflamación y así las células blanco para la infección inicial de PRRSV 
resulten incrementadas y generan una neumonía prolongada (Kitikoon et al., 2009).  
Por los resultados encontrados en el estudio es arriesgado afirmar que SIV-H1N1p 
bloqueó la replicación de PRRSV o viceversa, lo que se podría pensar sería que la 
presentación de las enfermedades son dependientes de la virulencia de los virus y el 
intervalo de tiempo entre las infecciones (Kitikoon et al., 2009).  
 
Es evidente que las diferentes formas de presentación de enfermedad respiratoria en 
cerdos es debida a la interacción de agentes virales y bacterianos, y aunque la etiología 
de ECRP involucra múltiples patógenos y varía de granja a granja, en este estudio se 
determinó que PCV2 y APP son los agentes virales-bacterianos que más interactúan con 
SIV-H1N1p tanto en granjas como animales positivos a influenza porcina. Aunque es 
difícil establecer si el virus de influenza porcina y en este caso de tipo pandémico es un 
agente primario, secundario u oportunista, los datos encontrados en este estudio indican 
que SIV-H1N1p cumple un papel importante en la presentación de enfermedades del 
complejo respiratorio porcino.     
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4. Evaluación inmunológica de una vacuna 
inactiva contra el virus de influenza porcina 
para uso potencial en cerdos 
Resumen 
Durante los últimos diez años la vacunación contra el virus de influenza porcina (SIV) se 
ha vuelto una práctica común en la industria porcina de los Estados Unidos. Sin 
embargo, el desarrollo de biológicos eficaces, que generen reacción cruzada ha sido un 
desafío para la industria biofarmaceutica por el rápido cambio de los subtipos de SIV. El 
objetivo del estudio fue evaluar la respuesta humoral y celular generada luego de la 
vacunación contra SIV con un biológico inactivado. Para esto se emplearon treinta cerdos 
de 9 semanas de edad que fueron divididos aleatoriamente en tres grupos (grupo A 
n=10; grupo B n=10; grupo control n=10). Los cerdos fueron vacunados por vía 
intramuscular dos veces en la semana 1 y 3 del estudio; el grupo A fue inmunizado con 
una vacuna bivalente (A/SW/COL0102/2009/H1N1 y ASW/COL0401/2008/H1N1) junto 
con adyunante de hidróxido de aluminio (tratamiento A) y el grupo B con una vacuna 
bivalente (A/SW/COL0102/2009/H1N1 y ASW/COL0401/2008/H1N1) junto con 
adyuvante Emulsigen® (tratamiento B). Muestras de suero fueron colectadas durante 9 
semanas luego de la primera vacunación para el análisis por inhibición de 
hemaglutinación (HI), se escogieron 5 sueros aleatoriamente de cada grupo para el 
análisis de IL-4, IL-10 e INF-γ por ELISA tomados en las semanas 1, 3, 5, 7, y 9; 
muestras de sangre completa fueron colectadas en las semanas 1, 5 y 9 para el análisis 
por citometría de flujo. Se logró determinar que las dos vacunas produjeron títulos altos 
de anticuerpos (Ac), fueron capaces de estimular las poblaciones CD4+ y CD8, junto con 
la producción de IL-4 e IL-10. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre 
los dos biológicos, se pudo observar que los biológicos estarían en  capacidad de 
proteger animales en campo, que es recomendable el esquema de vacunación empleado 
en el estudio y que los biológicos eventualmente protegerían a los animales contra cepas 
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circulantes en Colombia.      
 
Palabras Clave: vacuna inactivada, virus de influenza porcina, respuesta inmune 
humoral, respuesta inmune celular  
 
Abstract  
During the last ten years, vaccination against swine influenza virus (SIV) has become a 
common practice in the swine industry of the United States. However, the biological 
development effective that gendering cross-reaction has been a challenge for the 
biopharmaceutical industry for the rapid change of the subtypes of SIV. The aim of this 
study was to evaluate the humoral and cellular response generated after vaccination with 
a biological inactivated SIV. Thirty pigs of 9 weeks of age were randomly divided into 
three groups (group A n = 10, group B n = 10, control group n = 10). The pigs were 
vaccinated twice intramuscularly at week 1 and 3 of the study: group A was immunized 
with a bivalent vaccine (A/SW/COL0102/2009/H1N1 and ASW/COL0401/2008/H1N1) 
with adyunante of aluminum hydroxide (treatment A) and group B with a bivalent vaccine 
(A/SW/COL0102/2009/H1N1 and ASW/COL0401/2008/H1N1) with adjuvant Emulsigen ® 
(treatment B). Serum samples were collected for 9 weeks after the first vaccination for 
analysis by hemagglutination inhibition (HI), 5 sera were selected randomly from each 
group for analysis of IL-4, IL-10 and INF-γ by ELISA taken at weeks 1, 3, 5, 7, and 9, 
whole blood samples were collected at weeks 1, 5 and 9 for analysis by flow cytometry. It 
was determined that the two vaccines produced high titers of antibodies (Ab) were able to 
stimulate CD4 + and CD8 populations, along with the production of IL-4 and IL-10. Although 
no significant differences between the two biological, it was noted that biologics would be able 
to protect animals in the field, it is recommended the vaccination schedule used in the study 
and that biological eventually protect animals from strains circulating in Colombia. 
 
Key words: inactivated vaccine, swine influenza virus, humoral immune response, 
cellular immune response  
 
 
 
Capítulo 4 73 
 
4.1 Introducción  
En los últimos años, la aparición de brotes de virus de influenza porcina se ha venido 
presentando a intervalos regulares en las granjas a nivel mundial, desafiando la 
capacidad protectora del sistema inmunológico de los cerdos. La amenaza de los virus 
de influenza es real y la inmunidad protectora frente a los brotes estacionales y 
pandémicos con la vacunación es crucial (Combadière B et al., 2010); por tal motivo, 
para que una vacuna sea efectiva en términos de generación de protección inmune, va a 
depender de la rapidez con la cual ésta sea implementada, la elección de la cepa vacunal 
entre los virus circulantes y la selección del adyuvante. En el caso del virus de influenza 
porcina (SIV), la vacunación como estrategia de control se ha vuelto una práctica común 
en la industria porcina de los Estados Unidos; sin embargo, el desarrollo de vacunas 
eficaces que generen reacción cruzada contra cepas heterólogas se ha convertido en un 
gran desafío por los rápidos cambios que los diferentes subtipos de SIV han sufrido 
debido a las recombinaciones y al drift antigénico (Platt R et al., 2011). Actualmente, las 
vacunas empleadas contra SIV en los Estados Unidos y en Europa son biológicos de tipo 
inactivado que están licenciadas para ser aplicadas en animales mayores a 3 semanas 
de edad y requieren de la aplicación de una segunda dosis (Kitikoon P et al., 2009).   
 
La infección con virus de influenza induce una respuesta de anticuerpos virus-específica 
dirigida directamente a las dos glicoproteínas de superficie hemaglutinina (HA) y 
neuraminidasa (NA) (Mancini et al., 2011; Webster RG et al., 1987). Los anticuerpos HA-
específicos se unen a la cabeza globular trimérica e inhiben la unión con el receptor y la 
entrada del virus en la célula huésped, logrando de esta forma que el virus sea 
neutralizado. Por otro lado, la actividad enzimática de la proteína NA resulta en el clivaje 
de los residuos de ácido siálico en la superficie de las células para facilitar la liberación y 
diseminación de nuevas partículas virales formadas. Los anticuerpos que se unen a NA 
no neutralizan directamente al virus pero por inhibición de la actividad enzimática a NA 
limitan su diseminación (Flint, S.J. 2004).  
 
Los principales isotipos de anticuerpos en la respuesta inmune humoral específica contra 
virus de influenza son IgA, IgM e IgG. Los anticuerpos IgA son producidos localmente y 
transportados a través del moco a lo largo del tracto respiratorio; en suero, las IgA son 
producidas rápidamente después de la infección con virus de influenza y su presencia es 
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indicativa de infección reciente (Voeten et al., 1998). Los anticuerpos séricos del subtipo 
IgG se encuentran predominantemente en el tracto respiratorio y generan protección a 
largo plazo. Los anticuerpos IgM inician la neutralización del virus de influenza mediados 
por el complemento y son indicativos de infección primaria (Larsen et al., 2000).            
 
Tras la infección con virus de influenza, la inmunidad celular es inducida y las células 
CD4+ son activadas cuando el complejo mayor de histocompatibilidad tipo II (CMH-II) le 
realiza la presentación del antígeno. Diferentes grupos de células T ayudadoras (Th) se 
han reconocido basados en la expresión de citoquinas. Las células Th2 producen IL-4 e 
IL-13 promoviendo la respuesta de las células B, mientras que las células Th1 producen 
INF-γ e IL-2 que están involucradas principalmente en la respuesta inmune celular 
(Kreijtz et al., 2011). La activación de las células T CD8+ se da cuando el CMH-I le 
presenta al antígeno y ellas van a estar están encargadas de reconocer y eliminar las 
células infectadas previniendo la producción de nuevas progenies del virus de influenza. 
Su actividad lítica está mediada por la interacción Fas/FasL y por la liberación de 
perforinas y granzymas, donde la primera permeabiliza las membranas de las células 
infectadas y subsecuentemente las granzymas entran a la célula e inducen apoptosis 
(Kreijtz et al., 2011; Andrade, F., 2010).              
 
Para controlar la diseminación de virus de influenza en los humanos, se han establecido 
sistemas de vigilancia epidemiológicas que predicen las cepas que circularán y de esta 
forma se escogen las cepas para el desarrollo de las vacunas estacionales. Análisis  
realizados después de la aplicación de la vacuna han mostrado una pobre eficacia en el 
control del virus probablemente debido a la distancia entre las variantes antigénicas de la 
vacuna y las cepas circulantes (Combadière B et al., 2010). Por lo contrario, los 
fabricantes de vacunas contra SIV para cerdos no están obligados a reemplazar 
regularmente sus cepas vacunales para que coincidan con los virus circulantes y muchas 
vacunas comerciales contienen diferentes cepas de H1N1 y H3N2 incluyendo 
aislamientos antiguos desde 1970-1980 o virus más recientemente aislados a partir del 
año 2000. A pesar del hecho de que SIV no sufre tantos cambios (drift antigénico) como 
los virus de influenza en humanos, ciertas modificaciones genéticas y antigénicas han 
sido encontrados (Van Reeth et al., 2004) y es necesario cuestionarse si las vacunas que 
contienen cepas antiguas deben ser actualizadas (Kyriakis, C.S., et al., 2010).   
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El control futuro de virus de influenza A en el cerdo dependerá del desarrollo y uso de 
vacunas que provean una adecuada protección cruzada y la inducción de una respuesta 
inmune basada en mecanismos mediados por la respuesta humoral y celular. Estudios 
de influenza en un huésped natural como el cerdo son limitados dada la escasa 
información de la respuesta humoral y celular generada por las vacunas inactivadas. El 
objetivo de este estudio fue evaluar la respuesta humoral y celular generada luego de la 
vacunación contra SIV con un biológico inactivado empleando la prueba de inhibición de 
la hemaglutinación (HI) y citometría de flujo multiparamétrica (CFM).   
 
4.2 Materiales y Métodos 
4.2.1 Animales experimentales 
Treinta cerdos de 9 semanas de edad provenientes de una granja libre de SIV y PRRSV, 
fueron empleados en el estudio. Los animales fueron evaluados antes del inicio del 
experimento con la prueba de HI para asegurarse que fueran seronegativos a SIV. Para 
reducir efectos confusos de co-infecciones con bacterias en el tracto respiratorio, los 
cerdos fueron tratados con enrofloxacina 5% (Genfar®, SA,) de acuerdo a las 
recomendaciones del fabricante 5 días antes de la primera vacunación. Los cerdos 
fueron divididos aleatoriamente en tres grupos: grupo/tratamiento A o vacuna con 
adyuvante de Hidróxido de Aluminio (n=10), grupo/tratamiento B o vacuna con adyuvante 
Emulsión (Emulsigen®) (n=10), y grupo/tratamiento control (n=10). Se administró 
alimento y agua ad libitum a los animales y fueron mantenidos en las mejores 
condiciones de salubridad. El estudio fue sometido a la evaluación y aprobación por parte 
del comité de Bioética de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la 
Universidad Nacional de Colombia. 
 
4.2.2 Vacunas 
Dos vacunas experimentales inactivadas con β-propiolactona (Sigma®) fueron 
empleadas en el estudio. En la tabla 4.1 se muestra el contenido de cada biológico. Las 
cepas vacunales fueron aislamientos de campo hechos en Colombia entre el año 2008-
2009, donde la cepa A/SW/COL0102/2009/H1N1 corresponde a un virus de tipo 
pandémico, aislado del departamento del Valle y la cepa A/SW/COL0401/2008/H1N1 es 
un virus clásico, aislado en el departamento de Antioquia; ambos virus fueron aislados de 
76 Desarrollo de un Biológico contra Influenza Porcina y Evaluación en un modelo 
in vivo de su respuesta inmune para uso potencial en cerdos 
 
animales que se encontraban en la etapa de precebo.  
 
Tabla 4.1 Vacunas experimentales empleadas en el estudio 
Vacuna Cepas de SIV Sustrato de 
Producción 
Tipo de 
Vacuna 
Adyuvante Contenido 
Antigénico  
A A/SW/COL0102/2009/H1N1 
(H1N1p) 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 
(H1N1c) 
Huevos 
embrionados 
Inactivada –
virus completo 
Hidróxido de 
Aluminio 
DIE50 10
9.0 
de cada subtipo 
B A/SW/COL0102/2009/H1N1 
(H1N1p) 
A/SW/COL0401/2008/H1N1 
(H1N1c) 
Huevos 
embrionados 
Inactivada –
virus completo 
Emulsión aceite 
en agua 
(Emulsigen® - 
D, MVP 
Technologies, 
Omaha, NE) 
DIE50 10
9.0 
de cada subtipo 
 
4.2.3 Diseño Experimental 
Los cerdos fueron ubicados en tres grupos experimentales aleatoriamente: los animales 
del grupo A y B recibieron dos dosis vacunales, la primera aplicada en el día 0 del 
estudio y la segunda dosis fue aplicada en el día 21; mientras que los cerdos del grupo 
control no fueron vacunados. Las vacunas fueron administradas en 2ml/dosis por vía 
intramuscular profunda en la tabla del cuello.  Posteriormente, se realizó monitoreo 
clínico durante tres días seguidos registrando la temperatura rectal y frecuencia 
respiratoria continuamente, donde temperatura ≥40°C fue considerada fiebre y frecuencia 
≥45 fue considerada taquipnea. En la semana 6 del experimento un cerdo del grupo 
control tuvo que ser sacrificado porque comenzó a perder condición corporal y no volvió a 
consumir alimento.  
 
4.2.4 Muestras de Sangre       
Se recolectaron muestras de sangre para la obtención de suero de todos los cerdos 
minutos después de la primera vacunación y durante cada semana por 9 semanas. Los 
sueros fueron separados mediante centrigugación a 2000xg durante 10 minutos y fueron 
almacenados a -20°C hasta el día del análisis. Adicionalmente, se obtuvieron muestras 
de sangre completa  en tubos con heparina sódica procedentes de 5 animales de cada 
grupo (15 muestras de sangre por semana) en la semana 1, 5 y 9 del experimento para 
la separación de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).  
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4.2.5 Prueba de Inhibición de Hemaglutinación (HI)          
Los sueros empleados para la prueba de HI fueron tratados con la enzima RDE 
(Receptor Destroying Enzyme, Sigma®) junto con solución salina de calcio durante 16 
horas a 37°C y luego fueron incubados con citrato de sodio a 37°C por 30 minutos para 
eliminar las aglutininas inespecíficas en el suero. La prueba de HI fue desarrollada con 
los virus homólogos A/SW/COL0401/2008/H1N1 y A/SW/COL0102/2009/H1N1 (clásico y 
pandémico, respectivamente), empleando glóbulos rojos de pollo al 0.5%. El título de 
cada suero fue el valor recíproco de la dilución donde haya ocurrido una inhibición total 
de la hemaglutinación (WHO, 2002).         
 
4.2.6 ELISAS para la detección de IL-4, IL-10 e INF-γ 
Para la detección de las tres citoquinas se emplearon ELISAS de fase sólida tipo 
sándwich. Se utilizaron los sueros de 5 animales de cada grupo (15 muestras de sangre 
por semana) en la semana 1, 3, 5, 7 y 9 del experimento. Para IL-4 se empleó el kit Sw 
IL-4 (InvitrogenTM, #cat. KSC0041), para IL-10 se empleó el kit Sw IL-10 (InvitrogenTM, 
#cat. KSC0101) y para INF-γ se empleó el kit Sw INF-γ (InvitrogenTM, #cat. KSC4021). 
Para la obtención de las concentraciones de cada citoquina se emplearon curvas de 
calibración de acuerdo a lo recomendado por el fabricante.     
 
4.2.7 Citometría de Flujo Multiparamétrica 
 
4.2.7.1 Preparación de PBMCs 
La sangre fue diluida v/v en solución fosfato buffer salino (PBS, pH 7,2) y luego se formó 
el gradiente en Ficoll-PaqueTM PLUS (1077 densidad – GE Healthcare®). Se centrifugó a 
400 x g por 30 minutos a 18°C y luego la interfase de células (PMBC) formada fue 
recuperada y lavada dos veces en PBS. Las PBMCs fueron congeladas a -196°C en 
nitrógeno líquido hasta su lectura por citometría de flujo. 
 
4.2.7.2 Cultivo Celular    
Las PBMCs (2 x 106/ml) fueron descongeladas y cultivadas en cajas de 6 pozos a 37°C, 
5% CO2 en medio RPMI 1640 (Gibco®) suplementado con 20% suero fetal bovino 
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(Gibco®), 1mM de piruvato de sodio, 1% Antibiótico (Gibco®). Se dejaron estabilizar las 
células por 14 horas y luego se realizó la activación.        
 
4.2.7.3 Activación de PBMCs 
Las PBMCs fueron activadas a la mañana siguiente a la descongelación con 1μg/ml de 
Ionomicina (Sigma®) y 20ng/ml de phorbol-12-miristato-13-acetato (PMA, Sigma®), los 
que fueron adicionados para estimular la producción de citoquinas. Igualmente, las 
células fueron estimuladas con 1μl de cada vacuna en el pozo de células 
correspondiente (A-B) y con 1μl de cada cepa viral (A/SW/COL0102/2009/H1N1 y 
A/SW/COL0401/2008/H1N1). En la tarde de ese mismo día se adicionó 10μg/ml de 
brefeldina A (Sigma®) que actúa bloqueando el transporte de citoquinas acumulándolas 
intracelularmente (ver figura 4.1).  
 
Figura 4.1 Esquema empleado para la activación de PBMCs 
 
 
Placa 1: A1) Animal que recibió vacuna con hidróxido de aluminio. Control -: Control negativo, Vacuna A: 
estimulo con 1μl de vacuna que contenía hidróxido de aluminio, Virus C-P: estimulo con 1μl de la cepa 
pandémica y clásica, Control+: control positivo. B1) Animal que recibió vacuna con Emulsión. Control -: 
Control negativo, Vacuna B: estimulo con 1μl de vacuna que contenía Emulsión, Placa 2: Virus C-P: estimulo 
con 1μl de la cepa pandémica y clásica, Control+: control positivo.  C1) Animal del grupo control. Control -: 
Control negativo, Vacuna AB: estimulo con 1μl de cada vacuna, Virus C-P: estimulo con 1μl de la cepa 
pandémica y clásica, Control+: control positivo. 
 
4.2.7.4 Marcación de PBMCs                
Al siguiente día de la activación de las células, cada pozo fue transferido a un tubo donde 
fue removido el medio RPMI 1640 de las células por centrifugación a 700xg por 5 
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minutos. Luego, se empleó 1 ml de PBS para lavar las células dos veces 
centrifugándolas a 700xg/5minutos y se dejaron resuspendidas en 100μl de PBS junto 
con los anticuerpos. Se empleó una mezcla de anticuerpos monoclonales que fueron 
adicionados a todas las PBMCs y fueron incubados a 4°C en la oscuridad por 20 
minutos. La mezcla de anticuerpos consistía de PE Mouse Anti-Pig CD4a (# cat. 559586, 
BD PharmingenTM), FITC Mouse Anti-Pig CD8a (# cat. 551303, BD PharmingenTM) y 
APC-CyTM7 Mouse Anti-Human CD69 (# cat. 557756, BD PharmingenTM). Luego las 
PBMCs fueron lavadas dos veces con PBS para remover los anticuerpos que no se 
unieron. Para la marcación intracelular, las PBMCs fueron tratadas con 250μl de la 
solución cytofix/cytoperm (# cat. 554722, BD Biosciences Pharmingen) a 4°C por 20 
minutos y fueron lavadas una vez con la solución BD perm/wash (# cat. 554723, BD 
Biosciences Pharmingen). Luego se adicionó 50 μl de la solución BD perm/wahs junto 
con el anticuerpo monoclonal BD FastImmune Anti-Human INF-γ (# cat. 341117, BD 
PharmingenTM), el cual fue incubado a 4°C durante 20 minutos en la oscuridad. 
Finalmente, las células fueron lavadas dos veces con 1ml de la solución perm/wash y por 
último fueron resuspendidas en 250μl de PBS para su lectura en el citómetro de flujo 
FACS ARIA II (BD, Biosciences, USA). 
 
4.2.7.5 Análisis de Citometría de Flujo 
Para el análisis de los datos se emplearon los resultados obtenidos de PBMCs de las 
semanas 1, 5 y 9 mediante el software FlowJo (Tree Star Inc., Ashland, OR). Se 
analizaron 60.000 eventos por cada muestra leída en el citómetro. Del total de la 
población de PBMCs se identificaron grupos de células T basándose en la combinación 
CD4, CD8 y la expresión o la pérdida de CD69 e INF-γ. Para formar las ventanas 
(―Gates‖) de expresión de CD4, CD8 y dentro de estas poblaciones la expresión de CD69 
e INF-γ se empleó una muestra negativa (no estimulada ni con vacunas ni con antígeno) 
de cada cerdo para delimitar las poblaciones celulares mencionadas. Las mismas 
ventanas tanto de cada parámetro como de cada grupo de células fueron aplicadas a las 
muestras de cada cerdo. El porcentaje de células positivas para cada parámetro fue 
calculada por la substracción del porcentaje de células positivas de las muestras no 
estimuladas por biológicos ni por antígeno del porcentaje de células positivas que si 
fueron estimuladas por los tratamientos incluyendo el estimulo de SIV.          
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4.2.8 Análisis estadístico                
Los datos del ensayo fueron analizados en cuanto a normalidad y homoscedasticidad 
empleando el software estadístico Statistix 8.0. Los tratamientos fueron analizados 
mediante un modelo linear general ANAVA. Aquellas variables que no siguieron una 
distribución normal fueron analizadas mediante el test de Kruskall Wallis. Para todos los 
análisis se consideró una diferencia significativa cuando P<0,05.  
 
4.3 Resultados 
4.3.1 Prueba de Inhibición de Hemaglutinación (HI) 
Los anticuerpos producidos por los tratamientos A y B fueron medidos con la prueba de 
HI empleando como antígeno la cepa clásica A/SW/COL0401/2008/H1N1 y la cepa 
pandémica HA/SW/COL0102/2009/H1N1 aisladas de los departamentos de Antioquia y 
Valle del Cauca, respectivamente. Inicialmente, se determinó la producción de 
anticuerpos inducidos por cada vacuna y fueron comparados con el grupo control durante 
las 9 semanas del experimento.  
 
Con la vacuna que contenía hidróxido de aluminio (tratamiento A) se pudo observar en la 
semana 1 (aplicación de la primera dosis) que los títulos de anticuerpos (Ac) inducidos 
contra la cepa clásica fueron de X= 0,0 y para la cepa pandémica de X= 42,0; luego 
comenzaron a incrementarse hacia la semana 2 (cepa clásica X= 2206,0; cepa 
pandémica X=2256,0), con un decrecimiento hacia la semana 3 solamente observado 
con la cepa clásica X= 92,0, mientras que la cepa pandémica aumentó los títulos de Ac 
X= 2496.0, un comportamiento particular, ya que se esperaba que en la semana 3 
bajaran los niveles de anticuerpos. Al revacunar (semana 3), se encontró que los Ac 
contra la cepa clásica volvieron a incrementarse alcanzando su título más alto en la 
semana 8 (X=1792) posvacunación; mientras que los Ac inducidos contra la cepa 
pandémica se mantuvieron estables y luego comenzaron a descender paulatinamente 
hacia la semana 7 (X=744,0). En la semana 9, se encontró que los Ac contra las dos 
cepas vacunales se encuentran en el mismo punto (X=440,0) (figura 4.2). 
 
Los anticuerpos producidos por la vacunación con el tratamiento A  se comportaron como 
una curva de anticuerpos esperada en el tiempo, es decir, se encontró una respuesta 
inicial en las tres primeras semanas, a partir de la cual, los títulos de Ac descendieron 
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rápidamente. Posterior a la aplicación de la segunda dosis, se observó que los Ac 
alcanzaron títulos más altos, por tiempo más prolongado y su descenso fue más lento 
que lo observado con la primera dosis.     
 
Figura 4.2 Generación de Ac por la Vacuna que contiene Hidróxido de Aluminio 
(Tratamiento A) 
 
 
En cuanto a la vacuna que contenía la Emulsión (tratamiento B), se encontró que en la 
semana 1 los títulos de Ac inducidos contra la cepa clásica fueron de X=0,0 y contra la 
cepa pandémica X= 45,0. Hacia la semana 2, se observó que se incrementaron los 
anticuerpos para ambas cepas (cepa clásica X= 1570; cepa pandémica X= 2720,0), en la 
semana 3 se evidencia un aumento de Ac para la cepa pandémica (X=3840,0) 
comparado con la cepa clásica (X=836,0); el decrecimiento se presentó en la semana 4 
observado principalmente en la cepa clásica (X=36,0). Posterior a la aplicación de la 
segunda dosis (semana 3) los títulos de anticuerpos comenzaron a aumentar contra los 
dos antígenos vacunales a partir de la semana 5 (cepa clásica X= 384,0; cepa 
pandémica x= 2848). Curiosamente, en la semana 6 estos decaen contra la cepa clásica 
(X=144,0), mientras que para la cepa pandémica aumentaron (X=4032,0). Entre las 
semanas 7 y 8 los Ac contra la cepa clásica aumentan (X=2208,0), mientras que para la 
cepa pandémica disminuyen (X=1472). Ya en la semana 9, se produjeron en mayor 
cantidad anticuerpos contra la cepa pandémica que contra la clásica encontradose 
diferencias significativas (X=1472,0 vs. X=768,0, respectivamente) (figura 4.3). 
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Figura 4.3 Dinámica de Anticuerpos generados por la vacuna que contiene la Emulsión 
(Tratamiento B) 
 
 
 
El comportamiento observado dentro del tratamiento B a través del tiempo, indicó que 
hubo una respuesta inicial y seguida por una segunda respuesta por parte de los 
anticuerpos inducidos por la segunda vacunación. Sumado a lo anterior, se pudo 
observar que el tratamiento B (X=1472) en la semana 9 mantuvo títulos de Ac más altos 
comparados con el tratamiento A (X=440), evaluados por la prueba de HI.  
 
Se realizó la comparación entre las vacunas por semanas para determinar cual de los 
dos biológicos generaba el mayor título de anticuerpos a través del tiempo (figura 4.4). Si 
bien, no se encontraron diferencias significativas entre los biológicos (p>0,05), la vacuna 
del tratamiento B (Emulsión) generó títulos más altos durante las semanas 3, 5, 6, 7, 8 y 
9 del estudio comparada con la vacuna del tratamiento A (Hidróxido de Aluminio). Por 
otra parte, se pudo determinar que la cepa pandémica empleada en las dos vacunas 
generó los títulos de anticuerpos más altos (X= 2030,0), comparada con la cepa clásica 
(X=729,11), independientemente del adyuvante empleado.    
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Figura 4.4. Comparación de producción de Ac entre las dos vacunas a través del tiempo  
 
 
 
Al comparar las vacunas respecto del grupo control, se encontraron diferencias 
significativas (p<0,05). WHO (2002), indica que por la prueba de HI muestras con 
títulos de anticuerpos ≤40 se consideran como seronegativas. Basados en este 
criterio, se estableció que los animales no vacunados presentaron títulos negativos 
(≤40) frente a los antígenos vacunales (figura 4.5). Se pudo determinar que ambas 
vacunas generaron títulos similares de anticuerpos contra la cepa clásica (tratamiento 
B, X=729,11 y tratamiento A, X=569,67). Para la cepa pandémica existieron 
diferencias significativas entre tratamientos (p<0.05) observado desde la semana 2 
hasta la 9 del experimento (tratamiento B, X=2030,0 y tratamiento A, X=1401,3), 
siendo la vacuna que generó mayores títulos de anticuerpos la del tratamiento B (X 
=197,3) que contenía la Emulsión.  
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Figura 4.5 Promedio Total de Anticuerpos generados por los tratamientos A y B durante 
las 9 semanas del experimento     
 
 
4.3.2 ELISA para la Detección de IL-4, IL-10 e INF-γ 
 
4.3.2.1 IL-4 
Se realizó una prueba ELISA tipo sándwich para determinar la concentración de IL-4 en 
el suero de 5 animales escogidos al azar de cada grupo (n=15) durante las semanas 1, 3, 
5, 7, y 9 del experimento. Si bien no se encontraron diferencias significativas (p > 0,05) 
en las concentraciones de IL-4 durante las semanas del experimento dentro de los 
tratamientos, se observó que ésta alcanzó sus concentraciones más altas en la semana 
5 (X=7,71).    
 
La concentración de IL-4 en la semana 1 generada por el tratamiento A fue de X=7,77 
comparado con el tratamiento B (X=6,14); en la semana 3 (X=7,60) y 5 (X=9,97) se 
observó que el tratamiento B generó mayor concentración de IL-4 comparado con el 
tratamiento A (semana 3 X=5,57; semana 5 X=6,05), en la semana 7 hubo una 
disminución de IL-4 en el tratamiento B (X=5,74) comparado con el tratamiento A 
(X=7,75), mientras que en la semana 9 se observó que el tratamiento B (X= 8,22) generó 
concentraciones más altas de IL-4, comparado con el tratamiento A (X=6,31). El 
comportamiento de los tratamientos en cuanto a la concentración de IL-4 fue similar 
durante el experimento (p>0,05), excepto en la semana 5 donde hubo diferencias 
significativas (p<0,05) siendo mayor la respuesta a la vacuna del tratamiento B respecto 
a la vacuna con hidróxido de aluminio (figura 4.6).  
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Figura 4.6 Concentración de IL-4 producida por las vacunas por semanas   
 
 
Al determinar la concentración de IL-4 producida por los tratamientos A y B, se observó 
que no hubo diferencias significativas entre estos (p>0,05); sin embargo, se encontró que 
el tratamiento B generó concentraciones más altas de IL-4 (X=7,54) comparado con el 
tratamiento A  (X=6,69) (figura 4.7) y que existe una clara diferencia entre los 
tratamientos y el grupo control (p<0,05).  
 
Figura 4.7 Promedio de la concentración de IL-4 durante todo el experimento  
 
* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas 
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4.3.2.2 IL-10 
 
Se determinó la concentración de IL-10 por semanas y no se observaron diferencias 
significativas entre estas (p>0,05) dentro de cada tratamiento, excepto en la semana 9, 
donde se produjo la concentración más alta (X=24,1). 
 
Para determinar el comportamiento de los tratamientos en la producción de IL-10, se 
realizó el análisis por semanas donde se observó que no hubo diferencias significativas 
(p>0.05) entre los dos biológicos; no obstante, en la semana 7 el tratamiento A presentó 
una disminución de IL-10 y el tratamiento B mantuvo una producción constante (p<0,05) 
(figura 4.8).  
 
Figura 4.8. Concentración de IL-10 producida por vacuna por semanas  
 
 
A pesar de no encontrarse diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos, se 
observó que aquel que contenía la Emulsión produjo concentraciones más altas y 
estables de IL-10 (X=26,3) en comparación con aquel que contenía Hidróxido de 
Aluminio (X=24,8). Al comparar los dos tratamientos con el grupo control se encontró que 
hay diferencias significativas entre estos (p<0,05) (figura 4.9). 
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Figura 4.9 Promedio de la concentración de IL-10 durante todo el experimento 
 
* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas 
 
4.3.2.3 INF-γ 
 
Al analizar las concentraciones de INF-γ obtenidas durante las semanas  del 
experimento, no se encontraron diferencias significativas entre las mismas dentro de los 
tratamientos (p>0,05). El punto de concentración más alta de INF-γ se onservó en la 
semana 5 con un promedio de X=83,0.   
 
En cuanto a la concentración de INF-γ en la semana 1 producida por el tratamiento A fue 
de X=37,48 comparado con el tratamiento B (X=83,55); en la semana 3 (tratamiento A 
X=32,96; tratamiento B X= 35,02) y 5 (tratamiento A X=35,84; tratamiento B X= 32,87) se 
observó que ambos tratamientos se comportaron de forma similar, mientras que en la 
semana 7 cae la concentración generada por el tratamiento A (X=9,19) comparado con el 
tratamiento B (X= 39,79) que se mantiene como las dos semanas anteriores. En la 
semana 9 se determinó que aumenta considerablemente la concentración de INF-γ 
generada por el tratamiento A (X=73,29) comparado con el tratamiento B (X=13,10). No 
se encontraron diferencias significativas entre los dos biológicos usados (p>0,05), 
aunque el tratamiento que contenía la Emulsión presentó un comportamiento más 
estable en la concentración de INF-γ durante el tiempo (figura 4.10). 
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Figura 4.10 Concentración de INF-γ por semanas entre Vacunas   
 
Si bien no se encontraron diferencias significativas (p>0,05) entre los tratamientos, aquel 
que contenía hidróxido de aluminio generó concentraciones más altas de INF-γ 
(X=70.07) comparado con aquel que contenía la Emulsión (X=40.86). Se encontraron 
diferencias significativas entre el grupo vacunado con el tratamiento A y el grupo control 
(p<0,05) (figura 4.11). 
 
Figura 4.11 Promedio de la concentración de INF- γ durante todo el experimento  
 
* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas 
 
4.3.3 Citometría de Flujo  
Los resultados obtenidos fueron analizados con el fin de determinar diferencias en la 
respuesta inmune de tipo celular entre los tratamientos durante las semanas 1, 5 y 9 del 
experimento.  
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En la semana 1 no se encontraron diferencias significativas en la respuesta celular 
(p=0,1115) entre los tratamientos, más específicamente en la activación de la población 
de linfocitos CD4 y dentro de ella la activación de CD69, INF-γ y CD69+INF-γ+; sin 
embargo, se encontró que el tratamiento B estimuló las células CD4 en mayor proporción 
(X=9,36), comparado con el tratamiento A (X=7,37). Lo mismo se determinó en la 
activación de la población de linfocitos CD8 y, a su vez, de CD69, INF-γ y CD69+INF-γ+, 
donde tampoco se observaron diferencias significativas entre los dos biológicos 
(p=0,6748). A pesar de esto, el tratamiento B (X=11,92) fue el que mejor se comportó, 
comparado con el tratamiento A (X=11,15). Al comparar la respuesta de ambos 
tratamientos con el grupo control, se encontraron diferencias significativas (p<0,05) 
(figura 4.12).    
 
Figura 4.12 Comparación entre tratamientos para la activación de linfocitos en la semana 
1 
 
* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas 
 
En la figura 4.13 se encuentran los patrones de marcación por citometría de flujo 
obtenidos con el estímulo de cada tratamiento. Se logró obtener la separación de las 
poblaciones CD4 y CD8 y, dentro de cada una de ellas, se buscó la presencia de CD69 e 
INF-γ. Se observó que la población CD69 fue estimulada por los dos biológicos indicando 
la activación de la respuesta de tipo celular en la semana 1 del experimento, mientras 
que la población de INF-γ su activación fue mucho más reducida y difícil de detectar.  
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Figura 4.13 Citometría de Flujo de muestras de la semana 1 estimuladas con la Vacuna 
que contiene Hidróxido de Aluminio y Emulsigen® 
 
A. Hidróxido de Aluminio 
 
B. Emulsigen® 
 
1) Densidad vs Forward Scatter, 2) Linfocitos CD4 y CD8, 3) Comparación de CD4-CD69, 4) Comparación de 
CD4-INF-γ, 5) Comparación de CD69+INF-γ+, 6) Comparación de CD8-CD69, 7) comparación de CD8- INF-
γ, 8) comparación de CD69+INF-γ+ 
 
Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular 
que se encuentra en la tabla 4.2.  
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Tabla 4.2 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de 
muestras para semana 1   
 
 CD4+CD69+ CD4+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
CD8+CD69+ CD8+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
Tratamiento A 28,17% 3,0% 0,91% 12,31% 2,33% 0,25% 
Tratamiento B 27,31% 2,47% 0,46% 23,21% 1,03% 0,02% 
 
En la semana 5 se determinó que existieron diferencias significativas (p=0,0121) entre los 
dos biológicos, donde se observó que el que contenía la Emulsión (X=22,37) activó los 
linfocitos CD4 en mayor proporción comparado con el que contenía hidróxido de aluminio 
(X=16,42). En cuanto a la activación de CD69, INF-γ y CD69+INF-γ+ no se encontraron 
diferencias significativas (P>0,05) entre los tratamientos, aunque la Emulsión generó mejor 
respuesta, ya que estimuló en mayor porcentaje estas poblaciones. Por el contrario, en la 
activación de los linfocitos CD8 no se encontraron diferencias significativas entre 
tratamientos para ésta semana (p=0,5951) lo que sucedió igual para las poblaciones CD69, 
INF-γ y CD69+INF-γ+, aunque se debe resaltar que el tratamiento que indujo una mejor 
respuesta de tipo celular fue el que contenía la Emulsión (figura 4.14).        
 
Figura 4.14 Comparación entre tratamientos para la activación de linfocitos en la 
semana 5 
 
* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas 
 
En la figura 4.15 se observan los patrones de marcación por citometría de flujo de las 
muestras en la semana 5 que fueron estimuladas por los biológicos que contienen 
Hidróxido de Aluminio y la Emulsión®, respectivamente. Se puede observar que la 
presencia de CD69 dentro de la población de linfocitos CD4 y CD8 es mejor estimulado 
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por el tratamiento B; en cuanto a la activación de CD69+INF-γ+ solamente se activó 
CD69+, mientras que INF-γ+ se encuentra en un bajo porcentaje.   
 
Figura 4.15 Citometría de Flujo de muestras de la semana 5 estimuladas con la Vacuna 
que contiene Hidróxido de Aluminio y la Emulsión® 
 
 
1) Densidad vs Forward Scatter, 2) Linfocitos CD4 y CD8, 3) Comparación de CD4-CD69, 4) Comparación de 
CD4-INF-γ, 5) Comparación de CD69+INF-γ+, 6) Comparación de CD8-CD69, 7) comparación de CD8- INF-
γ, 8) comparación de CD69+INF-γ+ 
 
Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular 
que se encuentra en la tabla 4.3.  
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Tabla 4.3 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de 
muestras para semana 5 
 CD4+CD69+ CD4+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
CD8+CD69+ CD8+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
Tratamiento A 8,65% 0,18% 0,06% 41,46% 0,46% 0,04% 
Tratamiento B 11,96% 0,35% 0,02% 44,87% 1,42% 0,02% 
 
En la semana 9 se hallaron diferencias significativas (p=0,0083) entre los tratamientos 
para la activación de linfocitos CD4, donde el tratamiento B (X=14,90) generó mayor 
producción de CD4 comparado con el tratamiento A (X=10,44). Con respecto a CD69, 
INF-γ y CD69+INF-γ+ no se establecieron diferencias significativas entre los 
tratamientos. Por otro lado, no se determinaron diferencias significativas (p=0,0987) entre 
los biológicos en la activación de los linfocitos CD8 y dentro de ellos a CD69, INF-γ y 
CD69+INF-γ+, aunque cabe resaltar que el tratamiento B fue el que produjo los 
porcentajes mayores de activación de la respuesta (figura 4.16).  
 
Figura 4.16 Comparación entre tratamientos para la activación de linfocitos en la semana 9 
 
* no hay diferencias significativas ** Existen diferencias significativas 
En la figura 4.17 se encuentran los patrones de marcación por citometría de flujo de las 
muestras en la semana 9 a las que se les aplicó los tratamientos A y B. Se observa la 
separación de las poblaciones de linfocitos CD4 y CD8, la producción de CD69 que es 
evidente en los dos tratamientos y la escasa producción de INF-γ. A pesar de que no 
existen diferencias significativas entre los dos biológicos, el que contiene la Emulsión fue 
el que mejor generó respuesta de las poblaciones celulares durante todas las semanas 
del estudio.       
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Figura 4.17 Citometría de Flujo de muestras de la semana 9 estimuladas con la Vacuna 
que contiene Hidróxido de Aluminio y Emulsigen® 
 
 
1) Densidad vs Forward Scatter, 2) Linfocitos CD4 y CD8, 3) CD4-CD69, 4) CD4-INF-γ, 5) CD69+INF-γ+, 6) 
CD8-CD69, 7) CD8- INF-γ, 8) CD69+INF-γ+  
 
Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular 
que se encuentra en la tabla 4.4.  
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Tabla 4.4 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de 
muestras de la semana 9 
 CD4+CD69+ CD4+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
CD8+CD69+ CD8+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
Tratamiento A 9,19% 0,25% 0,00% 30,82% 1,66% 0,55% 
Tratamiento B 21,89% 0,31% 0,04% 37,35% 2,06% 0,00% 
 
Se estimuló in vitro a los PBMCs con el antígeno vacunal (A/SW/COL0401/2008/H1N1 
(cepa clásica) y A/SW/COL0102/2009/H1N1 (cepa pandémica)) para observar la 
respuesta de los linfocitos CD4 y CD8 de los animales que fueron  vacunados con el 
tratamiento que contenía Hidróxido de Aluminio y el que contenía la Emulsión®.  
Se encontró que los animales que fueron vacunados con el tratamiento B respondieron 
mejor a la activación de los linfocitos CD4 y CD8 (X=19,97 y X=12,03, respectivamente)  
comparado con el tratamiento A (X=17,87 y X=11,49, respectivamente), a pesar de que 
no se hallaron diferencias significativas (p=0,0981; p=0,4312) entre los tratamientos. En 
las poblaciones CD69, INF-γ y CD69+INF-γ+ tampoco se encontraron diferencias 
significativas entre los biológicos (figura 4.18).  
 
Figura 4.18 Comparación entre tratamientos al estimulo In vitro con SIV  
 
 
Si bien, no se encontraron diferencias marcadas entre los tratamientos, se determinó que 
el que contenía la Emulsión generó mejor respuesta en las poblaciones celulares y en 
este caso, las células de los animales vacunados con este tratamiento respondieron 
mejor al estimulo in vitro del virus. En la figura 4.19 se encuentran los patrones de 
marcación por citometría de flujo de las muestras de animales vacunados con el 
respectivo tratamiento y que fueron estimuladas in vitro con virus. En los dos casos se 
observa la respuesta de células CD4 y CD8 y dentro de ellas las poblaciones de CD69 en 
buena proporción y la escasa respuesta de INF-γ.    
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Figura 4.19 Citometría de Flujo de muestras estimuladas in vitro con SIV 
 
   1) Densidad vs Forward Scatter, 2) Linfocitos CD4 y CD8, 3) Comparación de CD4-CD69, 4) 
Comparación de CD4-INF-γ, 5) Comparación de CD69+INF-γ+, 6) Comparación de CD8-CD69, 7) 
comparación de CD8- INF-γ, 8) comparación de CD69+INF-γ+ 
 
Las diferencias entre las poblaciones celulares estuvieron dadas por el recuento celular 
que se encuentra en la tabla 4.5.  
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Tabla 4.5 Recuento celular obtenido por poblaciones por cada 60000 eventos de 
muestras estimuladas in vitro con SIV 
 
 CD4+CD69+ CD4+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
CD8+CD69+ CD8+INFγ+ CD69+ 
INFγ+ 
Tratamiento A 8,82% 0,46% 0,06% 25,47% 3,20% 0,33% 
Tratamiento B 9,77% 0,24% 0,4% 41,69% 3,63% 0,17% 
 
En el estudio se pudo determinar que las vacunas activaron poblaciones CD4+ y CD8+ 
principalmente en la semana 5, y a pesar de que no se hallaron diferencias significativas  
entre los dos biológicos empleados (p<0,05), el tratamiento B generó un mayor estimulo 
de la respuesta celular principalmente de la población CD8+ (figura 4.20).   
 
 
Figura 4.20 Activación de las poblaciones CD4+ y CD8+ por los tratamientos A y B  
 
 
Al comparar el comportamiento de la curva de anticuerpos con la curva de la respuesta 
celular de CD4+ y CD8+ a través del tiempo se pudo establecer que en la semana 2 
comienza a ascender la curva tanto para la respuesta celular como humoral, en la 
semana 5 fue donde se obtuvo la actividad más alta de los dos tipos de respuesta 
inmunológica, coincidiendo después de la aplicación de la segunda dosis. Se observó 
que la vacuna que contenía hidróxido de aluminio se comportó mejor que la que contenía 
la emulsión, pero su respuesta celular cae rápidamente, mientras que la que contenía la 
emulsión se demoró más tiempo en aumentar la respuesta humoral. En esta misma 
semana (semana 5) se encontró que hubo mayor respuesta de linfocitos CD8 comparado 
con los linfocitos CD4. En la semana 9 se empieza a observar un descenso de los dos 
tipos de respuestas. (Figura 4.21).   
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Figura 4.21 Comparación de la Respuesta de Anticuerpos Vs la Respuesta de CD4+ y 
CD8 a los dos tratamientos  
 
 
4.4 Discusión  
A través del tiempo, se ha pensado que una vacuna debe imitar la respuesta inmune a 
una infección natural y que por ende, debe ser efectiva en la protección contra los virus 
desafiantes. El objetivo principal de la vacunación es generar una fuerte respuesta 
inmune que provea protección a largo plazo contra la infección; esto hace que las 
vacunas vivas atenuadas, vacunas a virus muertos o vacunas a subunidades 
normalmente requieran la adición de adyuvantes para ser efectivas (Petrovsky et al., 
2004). Los adyuvantes son compuestos que incrementan la respuesta inmune contra 
antígenos, se emplean con el propósito de reducir la cantidad de antígeno o el número de 
inmunizaciones necesarias para generar una inmunidad protectiva como también mejorar 
la eficacia de la vacuna en pacientes inmunocomprometidos (Aguilar et al., 2007).     
 
Para este estudio se emplearon dos vacunas inactivadas que contenían cepas de campo 
del virus de influenza porcina clásica y pandémica aislados en Colombia, acompañadas 
cada una con un adyuvante de primera generación (Hidróxido de Aluminio y Emulsigen® 
(emulsión aceite/agua)) con el fin de determinar con cuál tratamiento se generaba una 
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mejor respuesta humoral y celular. Aunque no se encontraron diferencias estadísticas 
significativas entre los dos biológicos, se logró determinar que la Emulsión generó una 
respuesta más fuerte de anticuerpos a la vacunación y no generó reacciones adversas 
en los animales. El mecanismo de acción de las emulsiones consiste en la formación de 
un depósito en el sitio de inyección, generando una lenta liberación del antígeno, 
activando la producción de anticuerpos específicos (Aguilar et al., 2007). La respuesta 
humoral inducida por la vacuna que contenía Hidróxido de Aluminio fue igualmente 
favorable, pues los animales respondieron a esta generando títulos de anticuerpos 
óptimos evaluados a través de la prueba de HI y ningún animal presentó reacciones 
desfavorables contra el biológico. Las sales de aluminio han sido empleadas por más de 
80 años como adyuvante en vacunas para humanos y animales, siendo el hidróxido de 
aluminio el más utilizado (HogenEsch, 2002); se sabe que este actúa formando depósitos 
en el sitio de inyección liberando lentamente el antígeno al sistema inmunológico.               
 
En cuanto a las curvas de anticuerpos obtenidas en el estudio se logró determinar que 
los dos tratamientos fueron capaces de activar la respuesta de tipo humoral ya que las 
curvas observadas siguieron los parámetros de inmunización tradicional, con una 
respuesta primaria dentro de las tres primeras semanas posvacunación luego de la cual 
los títulos de Ac declinan rápidamente y posterior a la aplicación de la segunda dosis, los 
Ac se incrementan alcanzando títulos más altos, por un tiempo más prolongado y su 
descenso se hace más lento que con la primera dosis (Lee, B.W et al., 1995).  
 
El programa de inmunización empleado en este estudio consistió en la aplicación de dos 
dosis de cada vacuna con un intervalo de tres semanas entre ellas. Con este esquema, 
se logró determinar que los animales respondieron activamente a una respuesta humoral 
y celular a la vacunación y que además, el presente esquema puede ser un programa de 
control recomendado para las granjas de producción del país; coincidiendo con 
protocolos propuestos en diversos estudios y siguiendo el recomendado por las casas 
fabricantes de vacunas contra influenza porcina que actualmente comercializan 
biológicos en el mercado de Estados Unidos y Europa (Platt, R. et al., 2011; Kyriakis, 
C.S., et al., 2010; Kitikoon, P. et al., 2006). En nuestro caso para la semana 9 del estudio 
se observó que los títulos de anticuerpos se mantenían altos luego de la aplicación de los 
dos biológicos (tratamiento A, X=640,0; tratamiento B, X=1472,0). En un estudio 
realizado por Kyriakis, C.S et al., (2010) comparando la eficacia de 4 vacunas 
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comerciales empleadas en Europa, aplicaron dos dosis de cada biológico con intervalo 
de 3 semanas entre estas y realizaron desafío con un virus H1N1 recientemente aislado 
en campo. Con este esquema, determinaron que los títulos de Ac más altos (X=172) se 
encontraron 3 semanas después de la aplicación de la segunda dosis y correspondió a la 
vacuna comercial Respiporc Flu®. Se podría pensar que los tratamientos A y B 
empleados en el estudio estarían en capacidad de proteger animales en campo y que 
además, los títulos de Ac pueden protegerlos contra infecciones con cepas circulantes de 
SIV en Colombia. 
 
En este estudio se emplearon dos vacunas bivalentes inactivadas conteniendo una cepa 
pandémica y una cepa clásica; la diferencia entre los dos biológicos radicó en el 
adyuvante empleado. En cuanto a la inmunidad humoral generada por las dos cepas, se 
pudo observar que la cepa pandémica generó mayores títulos de anticuerpos en los 
animales inmunizados, comparado con la cepa clásica, motivo que llevaría a pensar que 
esta respuesta de Ac se dió debido a que la cepa pandémica apareció hacia el año 2009 
en Colombia y para ese momento los animales no habían estado en contacto con este 
subtipo de virus, contrario a lo que sucedió con la cepa clásica presente al menos desde 
1970 en un primer estudio serológico en Colombia (Mogollón et al., 2003). Se pudo 
determinar en este estudio en los animales vacunados, que una nueva cepa viral como la 
H1N1 de origen pandémico induce una respuesta más fuerte ―acaparando‖ gran parte de 
la respuesta inmune contra la cepa clásica mientras que se produce una ―estabilidad 
inmunológica‖ en los animales, evento que observamos luego de la aplicación de la 
segunda dosis vacunal. En un estudio realizado por Loeffen et al. (2010), se comparó la 
eficacia de protección de dos vacunas comerciales vs una vacuna experimental contra el 
virus A/California/4/2009 (CA/09) en cerdos. La primera fue una vacuna a virus 
completo con adyuvante aceite en agua (Suvaxyn Flu, Fort Dodge Animal Health) que 
contiene un virus H1N1 (A/swine/Netherlands/25/80) que representa cepas de origen 
aviar H1N1 circulantes en cerdos de Europa desde 1979 (Masurel et al., 1983) y la cepa 
H3N2 (A/Port Chalmers/1/73). La segunda vacuna es inactivada compuesta de 
fracciones virales con un adyuvante aceite en agua (Gripovac, Merial), que contiene un 
virus H1N1 (A/New Jersey/8/76) que está relacionado con la cepa H1N1 clásica de 
influenza porcina que ha circulado en USA desde 1918 (Kendal et al., 1977), y la cepa 
H3N2 (A/Port Chalmers/1/73). La tercera vacuna (experimental) fue a virus completo 
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inactivado que contenía las cepas A/California/7/2009 (H1N1pandémico) y A/Puerto 
Rico/8/34 (H1N1). Se encontró que las dos vacunas comerciales confieren un efecto 
limitado sobre la excreción del virus A H1N1 pandémico 2009 cuando los cerdos 
vacunados fueron desafiados con un virus pandémico homólogo. La vacuna experimental 
confirió un mejor nivel de protección ya que no se detectó la presencia del virus en los 
tejidos colectados, aunque se detectó genoma viral en el tracto respiratorio inferior y 
superior. Es claro que las vacunas comerciales no son completamente eficaces para el 
control del actual virus pandémico en cerdos, idealmente se deben emplear combinadas 
con cepas aisladas en el año 2009, buscando disminuir la diseminación de dicha cepa y 
las posibles recombinaciones que a partir de ella se puedan presentar. 
 
En Colombia, no se vacuna contra SIV y si se llegara a pensar en el licenciamiento de 
biológicos, particularmente importados, esto se debería hacer bajo la premisa de que 
proteja contra virus actuantes a nivel de campo, es decir, partiendo de la homología entre 
cepas. Se debe analizar muy bien el riesgo de establecer un plan de vacunación contra 
SIV con cepas de otro país que podrían eventualmente favorecer recombinación de los 
virus o reversiones patógenas de los mismos, particularmente, si se llegaran a emplear 
vacunas vivas o vivas modificadas. Con los resultados obtenidos en el presente estudio, 
se puede proyectar que las dos vacunas desarrolladas estarían en capacidad de proteger 
a la población porcina de cerdos del país ya que fueron elaboradas con cepas aisladas 
de granjas de producción. Además, cuenta con un subtipo clásico que ha tenido 
reactividad serológica reportada desde 1970 en Colombia (Mogollon, JD., et al., 2003) y 
un subtipo pandémico que se encuentra en circulación en el país desde el año 2009.  
Esto llevaría a pensar que nuestros biológicos protegerían a los animales de infecciones 
futuras con cepas homólogas, aproximándose más a un mejoramiento del estatus 
productivo de las explotaciones porcinas y al control de la enfermedad desde el punto de 
vista de salud pública. 
 
Al comparar la efectividad de los adyuvantes adicionados en las dos vacunas empleadas 
en el estudio, se encontró que no hubo diferencias marcadas entre el Hidróxido de 
Aluminio y la Emulsión, ya que ambos estimularon la respuesta inmunológica tanto de 
tipo humoral como celular. Recientemente, se ha demostrado que las sales de aluminio 
trabajan activando un complejo denominado ―inflamasoma‖ que permite el procesamiento 
y liberación de citoquinas proinflamatorias como IL-1β e IL-18. Una limitante que 
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presentan las sales de aluminio es que estimulan poblaciones de células Th2 que activan 
la respuesta de anticuerpos principalmente, pero tienen pobre efecto en la activación de 
células Th1 activadoras de la respuesta celular (Leroux-Roels, G., 2010). En este estudio 
se logró observar que el tratamiento que contenía hidróxido de aluminio generó títulos de 
anticuerpos altos, debido probablemente a la activación de poblaciones CD4+ y a las  
concentraciones encontradas de IL4 e IL10 en los animales inmunizados con este 
tratamiento. Por otro lado, el mecanismo de acción de las emulsiones no está bien 
dilucidado, pero se cree que involucra respuesta inflamatoria innata, que activa y recluta 
células presentadoras de antígeno, incrementa la persistencia del antígeno en el sitio de 
inyección y activa la producción de una amplia gama de citoquinas (Leroux-Roels, G., 
2010). En el estudio se pudo observar que el tratamiento que contenía la emulsión 
generó mejor respuesta tanto de tipo humoral como celular en las animales que fueron 
inmunizados comparado con el tratamiento A. Si bien, las diferencias no fueron marcadas 
entre los dos adyuvantes, con la emulsión se determinaron títulos de Ac más altos, 
activación de poblaciones CD4+, CD8+ y su a vez concentraciones de IL-4 e IL-10.       
  
Con respecto a las concentraciones obtenidas de IL-4 se pudo determinar que en la 
semana 5 se halló la concentración más alta y a pesar que no hubo diferencias entre los 
tratamientos el que contenía la Emulsión generó las concentraciones más altas. Se ha 
reportado que las emulsiones aceite/agua son capaces de generar una fuerte respuesta 
por parte de las células Th1 y Th2 por la combinación del antígeno con la emulsión 
(Sivakumar et al., 2011; Freund et al., 1948). IL-4 es una citoquina producida por las 
células Th2 activadas y tienen como función estimular el crecimiento y diferenciación de 
las células B, situación que se pudo observar en nuestros resultados ya que los animales 
vacunados lograron activar la producción de anticuerpos junto con IL-4.  
 
En el caso de IL-10 se hallaron las concentraciones más altas en la semana 9 e 
igualmente no se encontraron diferencias entre los tratamientos. Se pudo observar que la 
vacuna que contenía la Emulsión generó las concentraciones más altas y estables, 
mientras que la que contenía Hidróxido de Aluminio generó concentraciones oscilantes, 
indicando que las emulsiones inducen una respuesta celular más estable comparado con 
las sales de aluminio. La IL-10 es una citoquina inmunosupresora y antiinflamatoria 
producida por las células Th2, tiene como función regular la inflamación y la actividad de 
las células T, NK y macrófagos (Kreijtz et al., 2011). La actividad de IL-10 observada en 
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los animales que fueron vacunados demuestra que hubo respuesta de tipo inflamatoria  
generada por la inmunización especialmente en la semana 5 y 9 del estudio.  
 
No se encontraron diferencias entre los dos biológicos en cuanto a la concentración de 
INF-γ pero se detectó en la semana 5 los niveles más altos, siendo el tratamiento que 
contiene Hidróxido de Aluminio el que mejor se comportó. INF-γ es producido por células 
Th1, algunas células T CD8 y células NK. Estimula la producción de células B y la 
producción de moléculas del CMH tipo I, incrementa la actividad de células NK y así es 
un potente estimulador de la inmunidad innata (Kreijtz et al., 2011). Se ha reportado que 
el Hidróxido de Aluminio posee la inhabilidad de inducir respuesta inmune mediada por 
células y la activación de células T citotóxicas, además, tiende a inducir la respuesta 
inmune mediada por IgE generando alergias (HogenEsch, 2002). A pesar de esta 
afirmación, se encontró que INF-γ fue inducido en la semana 1 y 5 principalmente y esto 
estaría relacionado con que el efecto del hidróxido de aluminio es generalmente más 
significativo en la respuesta inmune primaria que en la secundaria (HogenEsch, 2002).      
 
Aunque no se encontraron diferencias entre la vacuna que contenía Hidróxido de 
Aluminio y la que contenía la Emulsión, por citometría de flujo se logró establecer que en 
la semana 5 los animales que fueron vacunados con los dos tratamientos lograron activar 
la respuesta celular por parte de las poblaciones de linfocitos CD4 y CD8 en mayor 
cantidad, comparado con la semana 1 y 9 del experimento. Para determinar la activación 
de los linfocitos T se buscó la expresión de CD69. CD69 es un gen de activación 
temprana que se expresa en la superficie de las células por la estimulación de linfocitos T 
con citoquinas, mitogenos, u otras moléculas. Su aparición se da en los linfocitos T en 1 - 
2 horas, alcanza un pico entre 18 – 24 horas y pude ser detectable 72 horas después de 
la estimulación (Ahna J.S et al., 2002). En este estudio se encontró que la molécula 
CD69 se expresa en células CD4 en las  semanas 1, 5 y 9 del estudio alcanzando su 
activación más alta en la semana 5 (figura 4.15), confirmando que las vacunas si fueron 
capaces de estimular la respuesta celular. En cuanto a los linfocitos CD8, se pudo 
determinar la activación de CD69 principalmente en la semana 5 (figura 4.15), seguido 
por la semana 9, dando a entender que la activación de las células citotóxicas por parte 
de los dos biológicos fue la esperada. Si bien, los dos tratamientos fueron capaces de 
generar respuesta inmune de tipo celular, cabe resaltar que la vacuna que contenía la 
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Emulsión generó mejor respuesta en comparación con la que contenía Hidróxido de 
Aluminio.   
 
Se realizó estimulación in vitro  a los PBMCs con los dos antígenos vacunales sin 
inactivar y se determinó que los animales inmunizados con el tratamiento que contenía la 
Emulsión respondieron mejor a la activación CD4+CD69+ y CD8+CD69+ comparado con 
el tratamiento que contenía Hidróxido de Aluminio tanto en la semana 5 como en la 
semana 9 del estudio. Cuando el virus de influenza causa infección, las células CD4, 
CD8 y células T regulatorias son activadas (Kreijtz et al., 2011); el fenotipo más 
importante de las células CD4 son las células T helper (Th), ellas se distinguen basadas 
en la expresión de citoquinas donde Th2 produce IL-4 e IL-13 que son promotoras de 
células B, mientras las células Th1 producen INF-γ e IL-2 que actúan principalmente en 
la respuesta inmune celular. Al relacionar la respuesta de IL-4 e INF-γ con la respuesta 
de la población CD4 encontrada por citometría en la semana 5, se podría afirmar que las 
vacunas empleadas en el estudio lograron generar una respuesta inmunológica de tipo 
celular en los cerdos. Por otro lado, cuando el virus de influenza genera infección son 
activadas las células T CD8 citotóxicas en el tejido linfoide y son reclutadas al sitio de la 
infección donde ellas reconocen el virus y eliminan las células infectadas. Su actividad 
lítica está mediada por la liberación de perforinas y granzymas (GrA y GrB); las 
perforinas permeabilizan las membranas de las células infectadas y subsecuentemente 
las granzymas entran a la célula e inducen apoptosis; de esta forma se piensa que la 
respuesta inmune de tipo celular es generada por las células CD8 citotóxicas para el 
control y eliminación de SIV (Regner et al., 2009).                    
 
INF-γ es producido por células Th1, es un efector de citoquinas y su procedencia le da la 
habilidad de generar un efecto lítico sobre las células infectadas por SIV ya que tiene 
actividad inflamatoria (Esser, M.T et al., 2003). En el presente estudio fue difícil 
determinar la activación de INF-γ por citometría de flujo,  a pesar de que se halló en 
bajas concentraciones en el suero de los animales que fueron inmunizados 
principalmente con la vacuna que contenía Hidróxido de Aluminio hacia la semana 5.  
 
La dosis inicial de una vacuna induce la proliferación de células T antígeno-específicas 
que determina la frecuencia y el número final de linfocitos T citotóxicos (LTC) antígeno-
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específicos que van a mantener memoria frente al antígeno (McHeyzer-Williams MG et 
al., 1995). Después de la proliferación de LTC sigue una fase de selección durante la 
cual más del 90% de los LTC antígeno-específicos mueren vía apoptosis donde la 
frecuencia de aparición de estas células va a estar en función de la carga antigénica 
inicial y la persistencia del antígeno viral. Es claro que para que una vacuna sea exitosa, 
esta va a depender de las cepas empleadas y del adyuvante que deben ser capaces de  
estimular la memoria de las células T. En este estudio, se estableció que los dos 
biológicos empleados fueron capaces de generar respuesta de tipo humoral y celular, sin 
embargo, el adyuvante que estimuló mejor los dos tipos de respuesta inmune fue la 
Emulsión comparado con Hidróxido de Aluminio, y esto concuerda con diversos estudios 
que han reportado que el adyuvante de Hidróxido de Aluminio induce una pobre 
respuesta de tipo celular (Aguilar et al., 2007; Brewer JM et al., 1996).      
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5. Conclusiones y recomendaciones 
La influenza porcina es una enfermedad respiratoria aguda que participa activamente en 
el complejo respiratorio porcino y es responsable de muchas pérdidas económicas en las 
explotaciones a nivel mundial.  La importancia de su estudio y control radica 
principalmente desde el punto de vista epidemiológico, ya que el cerdo es visto como 
riesgo potencial de diseminación del virus entre especies siendo denominado como ―vaso 
mezclador‖ por poseer en la tráquea los dos tipos de enlaces (α2,3-galactosa y α2,6-
galactosa) que sirven como receptores celulares específicos para los virus de influenza, 
indicando la susceptibilidad de esta especie a los virus de influenza aviar y humano; 
sumado a que la recomposición genómica de dichos virus frecuentemente emerge de los 
cerdos. 
 
La vacunación contra la influenza porcina ha sido estandarizada como la técnica más 
empleada en términos de prevención de la enfermedad. Ya que no solo disminuye el 
riesgo de infección en los individuos expuestos, sino que también previene la 
diseminación del virus.  
 
Con este estudio se estableció que el sistema de elección para la producción de vacunas 
contra SIV son los huevos embrionados a pesar de las desventajas que presenta. Esto 
probablemente se observó debido a que los virus de influenza A tienen propiedades de 
escogencia del huésped significativamente diferentes entre sí y posiblemente diferentes 
propiedades de crecimiento in vitro, dependiendo de la cepa; las diferencias pueden estar 
asociadas con la preferencia por el receptor celular (α2-3 o α2-6) que el virus de 
influenza A necesite para inducir la infección.  
 
Las vacunas desarrolladas y empleadas en este estudio están en capacidad de proteger 
a la población porcina de cerdos del país ya que son cepas aisladas de granjas de 
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producción, cuenta con un subtipo clásico que ha tenido reactividad serológica reportada 
desde 1970 en Colombia (Mogollon, JD., et al., 2003) y un subtipo pandémico que se 
encuentra en circulación en el país desde el año 2009, aspecto importante que lleva a 
pensar que dichos biológicos protegerían a los animales de infecciones futuras con cepas 
homólogas. 
Las dos vacunas inactivadas empleadas en el estudio acompañadas cada una con 
adyuvantes de primera generación (Hidróxido de Aluminio y Emulsigen® (emulsión 
aceite/agua)) no mostraron diferencias significativas entre sí,  aunque se logró determinar 
que la vacuna que contenía la emulsión generó una respuesta más fuerte de anticuerpos 
y de tipo celular a la vacunación sin causar reacciones adversas en los animales. Por 
citometría de flujo se logró establecer que los animales que fueron vacunados con los 
dos tratamientos lograron activar la respuesta celular por parte de las poblaciones de 
linfocitos CD4 y CD8 en mayor cantidad.  
Con los aislamientos que se lograron en campo de cepas actuantes en Colombia (estudio 
previo, datos no publicados), fue posible el desarrollo de un biológico inactivado contra el 
virus de influenza porcina y es así como este estudio es la etapa previa para transferir 
esta vacuna a los cerdos con el objeto de brindar al sector productivo una alternativa 
para el control de la enfermedad; sumado a que constituye el primer paso para generar 
en el país la implementación de sistemas de vigilancia epidemiológicas de la mano con 
medidas de prevención y control que disminuyan el riesgo de infección en los individuos 
expuestos e igualmente, prevengan la diseminación de la enfermedad tanto en 
poblaciones humanas como animales. 
 
Por falta de infraestructura adecuada no fue posible realizar un desafío a los animales 
que fueron vacunados en el estudio, prueba que es importante realizar más adelante 
para poder determinar el nivel de protección que generan las dos vacunas empleadas en 
el estudio.  
 
Es importante establecer sistemas de vigilancia epidemiológicas en Colombia para 
conocer la dinámica y comportamiento de los virus de influenza humana, porcina y aviar, 
con el fin de establecer medidas de control y prevención adecuadas que se ajusten  a las 
necesidades del país.   
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